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THE E F F E C T  OF INFECTION WITH PSEUDORABIES VIRUS 

ON DOW MOEECUEAR WEIGHT RNAS IN BHK 21 / 1 3  CELLS.

by W ilm a M. Shepherd  

Sum m ary.

A g en era l rev iew  o f the m ech an ism  of tran sla tion  and a d escr ip tion  

of the e s s e n t ia l  com ponents o f the tran sla tion  sy s te m  a re  p resen ted . 

E vidence of changes induced by bacteriophage and an im al v iru s  in fection  

at a v a r ie ty  o f d ifferen t points in the host c e l l  tran sla tion  m ech an ism  are 

d escr ib ed  and the im p lica tion s o f such changes d isc u sse d  on a th eoretica  

b a s is . The e ffec t o f in fection  of v ir u se s  of the H erpes group on the  

population o f low  m o lecu la r  w eight RNAs in m am m alian  c e l ls  i s  con sid ei 

in m o re  d eta il.

R eported  in th is  th e s is  a re  in vestiga tion s d esign ed  to com pare low  

m o lecu la r  w eight RNAs in  non-infected  and p seu d orab ies v iru s in fected  

BHK 2 1 / 13  c e l ls .  The th ree separate approaches u sed  and the r e su lts  

obtained are b r ie fly  d escr ib ed  below .

M olecu lar hybrid isation  exp erim en ts a re  reported  w hich indicate  

that a proportion  o f the 4 s  ENA syn th esised  in p seu d orab ies v iru s in fecb
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2.

c e l l s ,  w hich  p o s s e s s e s  a ll  the c h a r a c te r is t ic s  of tRNA, is  sp ec ified  by 

the v ir a l genom e. The m a ter ia l occu p ies 0, 15% of the v ir a l DNA and 

co rresp o n d s, at m o st, to four tRNA m o lecu le s  p er  DNA. This 

quantitation is  how ever only an approxim ation and is  subject to se v e r a l  

lim ita tio n s w hich a re  d iscu sse d .

The populations of certa in  am inoacyL tR N A s fro m  non#infected and 

viru s in fected  c e l ls  a re  com pared using standard chrom atographic  

techn iques such a s  MAK colum n chrom atography and R ev e rse  phase type 

chrom atography o f am inoacyl#tR N A , and DEAE c e llu lo se  chromatograpfc 

of T | R N ase d ig estio n  products o f am inoacyl-tR N A . In a l l  exp erim en ts  

the p rep aration s from  host and v iru s in fected  c e l ls  a re  d ifferen tia lly  

lab elled  in the am ino acid  m o eity , m ixed  and subjected  to co-chrom atog] 

to  provide a va lid  com p arison . The separation  p attern s of arginyl-tR N i 

and lysyM R N A  on MAK colum n chrom atography, of threonyl-tR N A , 

seryl-tR N A  and arginyl-tR N A  on R ev e rse  phase type II chrom atography a 

of a rg in y l, ly e y l, s e r y l and alanyl o ligon u cleo tid es on DEAE ce llu lo se  

chrom atography, are  shown. In a ll  c a s e s ,  the d istr ib u tion  patterns of 

the and la b e ls  are  super im posable and in d icate n either the p r e se  

of any new or m odified  sp e c ie s  of tRNA nor any a ltera tio n s in the balanc 

o f the host tRNA populations.
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E vidence is  then p resen ted , that from  as ea r ly  as 2 hours p ost  

infection^there e x is ts  in the cy top lasm  of p seu d orab ies in fected  c e l ls ,  

pulsed  for 30 m inutes w ith p H ju r id in e -S -W W ^  T, a sp e c ie s  of RNA not

detected  in s im ila r ly  lab elled  non Infected cu ltu res . The RNA, term ed  

s ENA, o ccu p ies  a la rg er  m o lecu la r  volum e on Sephadex G# 100 

than ce llu la r  RNA and d oes not appear to contain m eth y l groups, derived  

fr o m (3^Cj m eth yl m eth ion ine. At le a s t  in partait m ay be converted  to 

m a ter ia l w ith ch a ra c ter is tic : 4 s  RNA p ro p ertie s  by incubation of the 

c e lls  in the ab sen ce of la b e l for a further 60 m inutes^or by incubation  

in  v itro  w ith a crude ex tra ct of non#infected but not in fected  c e l ls .  The 

4^  B RNA probably has a m ore open configuration  than the conventional 

c lo v e r le a f  and m ay be s im ila r  to pre-tR N A s in  K rebs II a s c it e s  tumour 

c e l ls .  However^ co n v ersio n  of 4^  sRNA to 4sR N A  by s ite  binding of  

Mg^'^ has not been  d em onstrated  to occu r . T his RNA sp e c ie s  is  

ten ta tively  id en tified  a s  an in term ed iate  in the production of m ature 4 s  

RNA and h yp oth eses concern ing it s  or ig in  and function a re  d iscu sse d .



T h e  K f f e c t  of  I n f e c t i o n  w i t h  P s e u d o r a b i e s  V i m s  on 

L o w  M.oiecu.Jar W e i g h t  R N A s  in B H K 2 i / 1 3  G c P s

b y

W ilma,  M, S h e p h e r d

A  D i s s e r t a t i o i i  S u b m i t t e d  to  th e  

U N I V E R S I T Y  O F  G L A SG O W  

f o r  t h e  D e g r e e  of 

D O C T O R  O F  P H I L O S O P H Y

I n s t i t u t e  of V i r o l o g y

J u n e  1969



A C K N O W L E D G E M E N T S

T h e  a u t h o r  i s  g r a t e f u l  to P r o f e s s o r  M. G. P ,  S t o k e r  a n d  

P r o f e s s o r  J .  H. S u b a k - S h a r p e  f o r  m a k i n g  t h e  f a c i l i t i e s  o f  th e  

I n s t i t u t e  o f  V i r o l o g y  a v a i l a b l e  f o r  t h i s  r e s e a r c h .

T h e  a u t h o r  a l s o  w i s h e s  to  t h a n k  P r o f e s s o r  J .  H, S u b a k - S h a r p e  

f o r  h i s  i n v a l u a b l e  a d v i c e  a n d  g u i d a n c e  t h r o u g h o u t  th e  r e s e a r c h  

p r o j e c t  a n d  f o r  h i s  h e l p f u l  c o m m e n t s  in  the  p r e p a r a t i o n  of  th e  

t e x t .  T h e  i n t e r e s t  a n d  s u g g e s t i o n s  of o t h e r  m e m b e r s  o f  s t a f f  

a r e  a l s o  a p p r e c i a t e d .

T h a n k s  a r e  a l s o  d u e  to M r s .  H e le n  M a c  Do w a l l  f o r  t y p in g  

t h i s  t h e s i s  a n d  to  m y  p a r e n t s  f o r  t h e i r  h e l p  in  t h e  p r e p a r a t i o n  

o f  t h e  f i g u r e s  a n d  t h e  p r o o f  r e a d i n g  of  t h e  t e x t .

A l l  t h e  e x p e r i m e n t a l  w o r k  in  th e  t h e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  

b y  t h e  a u t h o r  w h o  w a s  f i n a n c e d  b y  a  r e s e a r c h  s t u d e n t s h i p  of  

t h e  M e d i c a l  R e s e a r c h  C o u n c i l .



T A B L E  O F  C O N T E N T S

P a g e  No

I N T R O D U C T I O N  1

M A T E R I A L S  68

E X P E R I M E N T A L  M E T H O D S  7 5

R E S U L T S  112

D IS C U S SIO N  184-

r e f e r e n c e s  210

A P P E N D I X  I 2 34

A P P E N D I X  II 235



A B B R E V I A T I O N S

In  a d d i t i o n  to  th e  a c c e p t e d  s t a n d a r d  a b b r e v i a t i o n s ,  th e

f o l lo w in g  w e r e  u s e d .

m R N  A

s R N A

t R N A

tRNA^®'^-

D N a s e

R N a s e

R N a s e  T^ 

T^ R N a s e

SDS

M A K

U. V.

P .  I.

P .  E .  U.

d p m

m e s s e n g e r  R N A

s o l u b l e  R N A

t r a n s f e r  R N A

t r a n s f e r  R N A  f o r  l e u c i n e

d e o x y r  ib  o nu  c l e a s e  

p a n c r e a t i c  r i b o n u c l e a s e

r i b o n u c l e a s e  I f r o m  T a k a d i a s t a s e

s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  

m e t h y l a t e d  a l b u m i n  K i e s e l g u h r

u l t r a v i o l e t

p o s t  i n f e c t i o n

p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  

d i s i n t e g r a t i o n s  p e r  m i n u t e .



E R R A T A

i) p .  145 f o l l o w s  p.  143

ii)  foi '  S h e r b e r g  p .  5 7 - r e a d  S c l i e r b e r g

i i i )  f o r  H o a g e l a n d  p. 91 - r e a d  H o a g l a n d



I N T R O D U C T I O N

P a g e  No,

P R O T E I N  S Y N T H E S I S  1

(i) tR N A  “S t r u c t u r e  & S e q u e n c e  5

(ii) G e n e t i c  C o d e  11

(i i i )  R e d u n d a n c y  of t R N A  s 13

(iv) A m i n o a c y l - t R N A .  T r a n s f e r a s e s  14

(v) T h i o l a t i o n  a n d  M é t h y l a t i o n  of sR N A  ,23

(vi) R i b o s o m e s  i n c l u d i n g  5s R N A  28

R E G U L A T I O N  A N D  D I F F E R E N T I A T I O N

A s s o c i a t e d  a l t e r a t i o n s  in  t r a n s l a t i o n  a p p a r a t u s  i n

(i) B a c t e r i a l  S y s t e m s  31

(ii) H i g h e r  O r g a n i s m s  35

E F F E C T  O F  V IR U S I N F E C T I O N  ON  T R A N S L A T I O N A L  
C O M P O N E N T S

(i) on  R i b o s o m e  F u n c t i o n  40

(ii) on  L o w  M o l e c u l a r  W e i g h t  t R N A s  41

(i i i )  on M é t h y l a t i o n  S y s t e m s  42

(iv) on  A m i n o a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s  44

(v) on  C o m p o s i t i o n  of t R N A  p o p u l a t i o n s  48

T H E O R E T I C A L  C O N S I D E R A T I O N S  63



I N T R O D U C T I O N

In a n y  l i v i n g  c e l l  t h e r e  a r e  two m a i n  c l a s s e s  o f  c h a i n l i k e  

m o l e c u l e s ,  t h e  n u c l e i c  a c i d s  a n d  the  p r o t e i n s .  T h e  n u c l e i c  

a c i d s  s e r v e  to  p r o v i d e  t h e  c e l l u l a r  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  (DNA.) 

a n d  to  m e d i a t e  in  i t s  a c c u r a t e  t r a n s l a t i o n  (R N A s)  i n i t i a l l y  in to  

p o l y p e p t i d e s  a n d  t h e n c e  in to  t h e  p r o t e i n  m o l e c u l e s  r e q u i r e d  to 

f u l f i l  t h e  n o r m a l  f u n c t i o n s  of  t h e  c e l l .  S u c h  f u n c t i o n s  i n c l u d e  

r e p l i c a t i o n ,  s y n t h e s i s  a n d  r e p a i r  of s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s ,  

u p t a k e  a n d  u t i l i z a t i o n  of  m o l e c u l e s  a v a i l a b l e  in  t h e  e n v i r o n m e n t  

a n d  d e g r a d a t i o n  to  a n d  e l i m i n a t i o n  of  w a s t e  p r o d u c t s  e tc .

P R O T E I N  S Y N T H E S IS

T h e  f i r s t  s t a g e  in  t h e  s e q u e n c e  of  e v e n t s  l e a d i n g  to p r o t e i n  

s y n t h e s i s  - t r a n s c r i p t i o n  - i n v o l v e s  e n z y m a t i c a l l y  c o p y in g  a 

s t r u c t u r a l  g e n e  ( s e g m e n t  o f  D N A  in  w h i c h  i n f o r m a t i o n  f o r  

p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  s t o r e d )  to  f o r m  a  s i n g l e  s t r a n d e d  R N A  

m o l e c u l e  o f  a n a l o g o u s  b a s e  s e q u e n c e  to o n e  of  t h e  s t r a n d s  of  

DNA. T h i s  c o m p o n e n t  i s  t e r m e d  m e s s e n g e r  R N A  s i n c e  i n h e r e n t  

in  i t s  b a s e  s e q u e n c e  i s  t h e  i n f o r m a t i o n ^ o r  m e s s a g e , n e c e s s a r y  

to d i r e c t  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s  d u r i n g  t h e  s e c o n d ^ o r  t r a n s l a t i o n a l ^  

s t a g e .  In  m a n y  v i r u s e s ,  th e  g e n e t i c  m a t e r i a l  i s  s i m p l y  R N A



u

Table 1.

ü h U U N U  L b l  I t K

u

Phe

Leu

CUU

eue

CUA

CUG

Leu

c

ucu ^

ucc

ÜCA

ÜCG

Ser

ecu

CGC

CÇA

CCG

Pro.

. uac' dAC ^

UAG

OCHRE

AMBER

GAU

CAC

CAA

CAG

His

GluN

ÜGG Tryp

CGU

CGC

CGA

CGG

Arg

G

U

C

A

%
o
fi;
m%)

AUU

AUC

AUA

AUG

Heu

Met

ACU

ACC

ACA

ACG

Thr

AAU

AAC

A AA

AAG

AspN

Lys

AGU

AGO

AGA

AGG

Ser

Arg

U

c
A

G

GUÜ 

GUC 

GUA 

GUG

Val

GCU

GCC

GCA

GCG

Ala

GAU

GAG

GAA

GAG

Asp

Glu

GGU

GGC

GGA

GGG

Gly

U

c
A

G

GENKTïC CODE, consisting of 61 triplet com binations and their 
correspondinti| amino acids, is shown in its most likely version. The 
importance of jthc first two letters in each triplet is readily apparent. 
Som e of the allocations are still not com pletely certain, particularly

for organisms other than the colon  bacillus (Escherichia col i) ,  
“Am ber” and “ochre” are terms that referred originally to certain 
mutant strains of bacteria. They designate two triplets, UAA and 
UAG, that may act as signals for term inating polypeptide chains.
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w h i c h  i t s e l f  a c t s  a s  a  m e s s e n g e r .  It  a p p e a r s  t h a t  r e a d i n g  

o f  t h e  m e s s a g e  c o m m e n c e s  a t  t h e  5' end  of  t h e  p o l y n u c l e o t i d e  

a n d  t h a t  p o l y p e p t i d e s  a r e  s y n t h e s i s e d  f r o m  t h e  f r e e  a m i n o  end .

T h e  m e s s a g e  i s  e m b o d i e d  in  t h e  s e q u e n c e  of  u n i t s  of 3 n u c l e o t i d e  

b a s e s  (o r  c o d e w o r d s )  e a c h  o f  w h i c h  d e n o t e s  (w i th  3 e x c e p t i o n s )  

a  s p e c i f i c  a m i n o  a c i d .  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c o d e w o r d s  a n d  

a m i n o  a c i d s  i s  k n o w n  a s  t h e  g e n e t i c  c o d e  a n d  i s  s h o w n  in  T a b l e  I 

( r e p r o d u c e d  f r o m  " T h e  G e n e t i c a l  C o d e  I I I "  C r i c k  (1 9 6 6a) ) .  T h e  

" c o d e "  u s e d  i s  a  d e g e n e r a t e  o n e ,  t h e r e  b e i n g  tw o  o r  m o r e  

c o d e w o r d s ,  f o r  m o s t  of t h e  a m i n o  a c i d s .  F u r t h e r  d i s c u s s i o n  of  

th e  g e n e t i c  c o d e  a n d  i t s  i m p l i c a t i o n s  a r e  d e f e r r e d  f o r  th e  p r e s e n t .  

T h e  p r o c e s s  of p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  n o t  d e p e n d e n t  on  d i r e c t  

s t e r i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  t r i n u c l e o t i d e s  a n d  th e  a m i n o  

a c i d s .  I n s t e a d ,  s p e c i f i c  i n t e r m e d i a t e s  - t R N A s  - w h i c h  s e r v e  

a s  a d a p t o r s  ( C r i c k ,  1958) b e t w e e n  th e  m R N  A  a n d  th e  a p p r o p r i a t e  

a m i n o  a c i d s ,  a r e  r e q u i r e d  (von  E h r e n s t e i n ,  W e i s b l u m  & B e n z e r ,  

1963;  C h a p e  v i l l e ,  L i p m a n n ,  v o n  E h r e n s t e i n ,  W e i s b l u m ,  R a y  & 

B e n z e r ,  1962) .  ‘ T h e  r i g i d  s p e c i f i c i t y  of  t h e  p r o c e s s  i s_ , th e re fo re ^

e m b o d i e d  in  th e  tR N A  m o l e c u l e s  w h i c h  n o r m a l l y  a t t a c h ,  b y  

e n z y m i c  a l l y  m e d i a t e d  r e a c t i o n s ,  o n ly  t h e  r e q u i s i t e  a m i n o  a c i d  to 

th e  g r o w i n g  p e p t i d e  c h a i n .  (A d i a g r a m m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  i s



Figure 1.

POLYPEPTIDE CHAIN

tRNA

L J
SITE B SITE A

R iB O S G W E

MESSENGER RNA

1

S Y N T H E S IS  OF P R O T E IN  M O L E C U L ES is accompli>hed by the  
iiitra< «fllular partit lep called  ribopoine?. 1 be coded instructions for 
m aking the protein m o lecu le  are carried to tlie ribo>ome by a form  
o f  rÜionucleic acid < R N A )  know n as "messenger ' R N A . T h e  R N A  
cod e  “ letter.-*'arc four bases: uracil lU  », cytos ine (C ) ,  ad en in e  I A )  
and guanine <C>. A se<|uence of three bapCs, called  a codon , is re­
quired to specify each of (lie 20 kind» of am ino arid, identified here  
by their  abbreviation^, t A list of the 20 am ino acids and their abbre­
viat ions appears on the next page. ) hen l in k ed  end to end , these

amino acids form the p o l )p e p t id e  chains of w hich proteins ar 
compo.-ed. Each type of am ino acid 1p traiipporled to the ribosoin  
by a particular form of “transfer" R N A  i tR N A  w hich  carries a 
anlicodon  '.hat can form a tem porary bond with one  of the codoii 
in m essenger R N A . Here the r ibosom e i- shown m oving along th 
chain of m essenger R N A , "reading olT“ the c«»dons in sequence.  1 
appears that the r ib osom e has two b ind ing  sites for m olecu les  o 
tR N A : on e  site { A)  for p osit ion ing  a new ly  arrived tR N A  m ob  
rule  and another (/?) for ho ld in g  the growing p o lyp ep t id e  chair
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s h o w n  in  F i g .  l ) .

P e p t i d e  f o r m a t i o n  o c c u r s  on  c o m p l e x  c y t o p l a s m i c  a r t i c l e s  - 

th e  r i b o s o m e s ,  a n d  r e q u i r e s ,  in  a d d i t i o n  to t h e  m e s s e n g e r  R N A ,  

a n  a s s o r t m e n t  of  s p e c i e s  of a m i n o a c y l - t R N A s  a n d  a l s o  v a r i o u s  

p r o t e i n  f a c t o r s .  T h e  r i b o s o m e  i s  a s s u m e d  to f u n c t i o n  by  

m a i n t a i n i n g  a l l  t h e  c o m p o n e n t s  of th e  t r a n s l a t i o n  a p p a r a t u s  in  the  

o p t i m a l  s t e r i c  c o n f i g u r a t i o n .  A t  a n y  o n e  p o l y n a e r i s a t i o n  s t e p ,  

t h e  a p p r o p r i a t e  i n c o m i n g  a m i n o a c y l - t R N A  ( - t R N A ( l )  ), d e t e r m i n e d  

b y  th e  m R N A  m o l e c u l e ,  a t t a c h e s  to th e  r i b o s o m e  a t  s i t e  A.

P e p t i d e  b o n d  f o r m a t i o n  b e t w e e n  t h e  a m i n o  a c i d  a t t a c h e d  to 

t R N A ( l )  a n d  th e  p o l y p e p t i d e  a t t a c h e d  to  tR N A (2 )  a t  s i t e  B, t h e n  

o c c u r s .  tR N A (2 )  i s  r e l e a s e d  a n d  th e  g r o w i n g  p o l y p e p t i d e  c h a i n ,  

t h u s  l e n g t h e n e d  by  1 a m i n o  a c i d ,  i s  n o w  a t t a c h e d  to  t R N A ( l )  w h i c h  

s t i l l  o c c u p i e s  p o s i t i o n  A. T h e  p e p t i d y l - t R N A  i s  t h e n  t r a n s l o c a t e d  

to  p o s i t i o n  B w h e r e  i t  r e m a i n s  a t t a c h e d  p r i o r  to  th e  a d d i t i o n  of  

a  f u r t h e r  a m i n o  a c i d .

T h e  i n i t i a t i o n  s i g n a l  f o r  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s ,  a t  l e a s t  in  

b a c t e r i a ,  a p p e a r s  to  be  th e  t r i p l e t  A U G  (and p e r h a p s  GUG) w h i c h  

c o d e s  f o r  f o r m y l  m e t h i o n i n e  a t  5' t e r m i n i  ( C l a r k  & M a r c h e r ,  1966; 

S u n d a r a r a j a n  & T h a c h ,  1966)  a n d  a l s o  e x h i b i t s  s t r o n g ,  p h a s e  

s e l e c t o r  c h a r a c t e r i s t i c s ,  t h u s  m a i n t a i n i n g  t h e  p r o p e r  r e a d i n g
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f r a m e  w i t h i n  t h e  m e s s a g e .  T h e  s i g n a l  f o r  c h a i n  t e r m i n a t i o n  

a p p e a r s  to b e  e f f e c t e d  by  th e  t r i p l e t s  UGA, UA G  a n d  UAA 

( L a s t ,  S t a n l e y ,  S a l a s ,  H i l l e ,  W a h b a  & O c h o a ,  1967;  B r e n n e r ,  

S t r e t t o n  & K a p l a n ,  1 96 5)j a l t h o u g h  UAA i s  t h o u g h t  to be  t h a t  

n o r m a l l y  u t i l i s e d  in  v iv o  ( G a r  en ,  G a r  e n  & W i l h e l m ,  1965).

B y  1965,  i t  h a d  b e c o m e  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t h a t  w h e n  a  v i r u s  

s u c c e s s f u l l y  i n v a d e d  a  c e l l  th e  v i r u s  s p e c i f i e d  p r o t e i n s  w e r e  

s y n t h e s i s e d  b y  t h e  u n a l t e r e d  t r a n s l a t i o n  m e c h a n i s m  of th e  c e l l .

T h e  l e v e l s  of t h o s e  c o m p o n e n t s  e s s e n t i a l  f o r  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

w e r e  t h o u g h t  to  be  m a i n t a i n e d  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  to  t h a t  in  th e  

n o r m a l  u n i n f e c t e d  c e l l .  I t  w a s  p o s t u l a t e d  t h a t  th e  o n ly  l i k e l y  

a l t e r a t i o n  a f t e r  v i r u s  i n f e c t i o n  w a s  one  d e s i g n e d  to i n d u c e  

p r e f e r e n t i a l  t r a n s l a t i o n  of  v i r u s  s p e c i f i e d  m R N A .

S u c h  a n  i n t e r p r e t a t i o n  i s  no l o n g e r  v a l i d .  S e v e r a l  d i f f e r e n t  

c h a n g e s  in  t h e  p r o t e i n  s y n t h e t i c  m e c h a n i s m  d e t e c t e d  in  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  h a v e  b e e n  d i r e c t l y  r e l a t e d  to  t h e  e x p r e s s i o n  of th e  

v i r a l  g e n o m e .  T h e  a l t e r a t i o n s  o b s e r v e d ^ s u b s e q u e n t  to  b o t h  

b a c t e r i o p h a g e  a n d  a n i m a l  v i r u s  in f e c t i o n s ^  a r e  d e s c r i b e d  b e lo w ,

A  m o r e  d e t a i l e d  r e v i e w  o f  n o r m a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  i t s  r o l e  

in  c e l l u l a r  r e g u l a t i o n  i s  a l s o  p r e s e n t e d ,  so t h a t  th e  n a t u r e  a n d  

i m p l i c a t i o n s  of t h e  v i r u s  s p e c i f i e d  c h a n g e s  m a y  b e  f u l l y  a p p r e c i a t e d .
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F i r s t  t h e  m a j o r  c o m p o n e n t s  of th e  p r o t e i n  s y n t h e s i s i n g  

s y s t e m ,  a r e  r e v i e w e d :

T r a n s f e r  R N A s

t R N A  m o l e c u l e s  a r e  e s s e n t i a l  c o m j^ o n e n t s  o f  t h e  p r o t e i n  

s y n t h e s i s i n g  s y s t e m  a n d  c o m p r i s e  a  p o p u l a t i o n  h e t e r o g e n e o u s  

w i t h  r e g a r d  to  a m i n o  a c i d  a t t a c h m e n t  a n d  c o d o n  r e c o g n i t i o n  s i t e s  

( t e r m e d  a n t i c o d o n s )  ( N i r e n b e r g ,  M a t t h a e i  & J o n e s ,  1962).

T h e  t R N A  m o l e c u l e s  t h e m s e l v e s  a r e  m o d i f i e d  f o r m s  of  R N A  

t r a n s c r i b e d  o r i g i n a l l y  f r o m  c e l l u l a r  DN A g e n e s  (Giacozm oni  & 

S p i e g e l m a n ,  1962; G o o d m a n  & R i c h ,  1962) w h i c h  m a y  m a p  in  

t h e  s a m e  r e g i o n  a s  r i b o s o m a l  R N A  e . g .  in  ^  s u b t i l i s ( O i s h i ,

O i s h i  & S u e o k a ,  1966;  D u b n a u ,  S m i t h  & M a r m u r ,  1965) ,  o r  

s h o w  no  c o r r e l a t i o n  to i t , a s  w i t h  D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r  ( R i t o s s a ,  

A tw o o d  & S p i e g e l m a n ,  1966) .  It  i s  e s t i m a t e d  f r o m  s a t u r a t i o n  

s t u d i e s  in  D r o s o p h i l a  ( R i t o s s a ,  A tw o o d  & S p i e g e l m a n ,  1966) 

t h a t  10 to  20 g e n e  s i t e s  e x i s t  p e r  tR N A  m o l e c u l e ^ a s s u m i n g  t h a t  

t h e r e  a r e  a p p r o x i m a t e l y  60 tR N A  s p e c i e s  in  t h e  c e l l .

In  g e n e r a l ,  a l l  t R N A s  h a v e  th e  f o l l o w in g  c o m i n o n  c h a r a c t e r i s t i c s ,  

T h e y  h a v e  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  25 ,  0 00 ,  s e d i m e n t  

in  t h e  r e g i o n  of  4 s  R N A ,  a r e  a p p r o x i n a a t e l y  80 n u c l e o t i d e s  lo n g ,  

p o s s e s s  a  h ig h  G+C c o n t e n t ,  t e r m i n a t e  a t  t h e  3' e n d  w i th  th e
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n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  p C p C p A  (H e c h t ,  S t e p h e n s o n  & Z a m e c n i k ,

1959) a n d  c o n t a i n  m a n y  s t r u c t u r a l l y  m o d i f i e d  b a s e s  in  t h e i r  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  ( s e e  p.23 ,2 4 ) .  A d d i t i o n  of  p C p C p A  to t h e  3'

OH e n d  ( P r e i s s ,  D i e c k m a n n  & B e r g ,  1961) a n d  m o d i f i c a t i o n  of 

th e  e x i s t i n g  b a s e s  o c c u r s  e n z y m i c a l l y  to th e  a l r e a d y  t r a n s c r i b e d  

tR N A  p o l y n u c l e o t i d e  c h a i n .  T h e  m o s t  c o m m o n l y  fo u n d  u n u s u a l  

b a s e s  o r  n u c l e o s i d e s  a r e  p s e u d o u r i d i n e  (C o h n ,  I 9 6 0 ) ,  d i h y d r o u r i d i n e  

( M a d i s o n  & H o l l e y ,  196 5), i n o s i n e  (H o l l e y ,  E v e r e t t ,  M a d i s o n  & 

Z a m i r ,  1965) ,  t h i o n u c l e o s i d e s  a n d  m o s t  i m p o r t a n t  m e t h y l a t e d  

n u c l e o s i d e s .  O t h e r  l e s s  c o m m o n  b a s e s  h a v e  a l s o  b e e n  d e t e c t e d  

( R o b i n s ,  H a l l  & T h e d f o r d ,  1967),  M a n y  m o d i f i e d  b a s e s  n o r m a l l y  

o c c u r  n e a r  t h e  5' e n d  of th e  m o l e c u l e  b u t  a  m o r e  d e t a i l e d  

d e s c r i p t i o n  of  t h e  k n o w n  m o d i f i c a t i o n s  f o l l o w s .

D i f f e r e n t  t R N A s  h a v e  d i f f e r e n t  s e q u e n c e s  a n d  t h e  h e t e r o g e n e o u s  

n a t u r e  of t h e  t R N A  p o p u l a t i o n  m a y  be  d e m o n s t r a t e d  b y  a  v a r i e t y  

of  t e c h n i q u e s  s u c h  a s  C o u n t e r  C u r r e n t  D i s t r i b u t i o n  (P lo l ley ,  A p g a r ,  

D o c t o r ,  F a r r o w ,  M a r i n i  & M e r r i l l ,  1961;  H o l l e y  & M e r r i l l ,  1959);  

S e p h a d e x * G 2  5 c h r o m a t o g r a p h y  ( M u e n c h  & B e r g ,  19 6 6 a ;  B e r g q u i s t ,  

B a g u l e y ,  R o b e r t s o n  & R a l p h ,  1965);  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  

( K e l m e r s ,  N o v e l l i  &: S t u l b e r g ,  1965; W e i s s  & K e l m e r s ,  1967);

M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( M a n d e l l  & H e r s h e y ,  I9 6 0 ;
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S u e o k a  & Y a m a n e ,  1962);  D E A E  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a i ^ h y  

( C h e r a y i l  & B o c k ,  1965;  B a g u l e y ,  B e r g q u i s t  & R a l p h ,  1965);  

B e n z o y l a t e d  D E A E  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  ( G i l l a m ,  M i l l w a r d ,  

B le w ,  v o n  T i g e r  s t r o m ,  W i m m e r  & T e n e r ,  1967;  R o y  & S o i l ,  1968) 

a n d  H y d r o x y  a p a t i t e  c h r o m a t o g r a p h y  ( M u e n c h  & B e r g ,  1966b;  

P e a r s o n  & K e l m e r s ,  1966; H a r d i n g ,  S c h a u e r  & H a r t m a n n ,  1966), 

to  m e n t i o n  b u t  a  few .

T h e s e  m e t h o d s  n o t  o n l y  r e s u l t  in  t h e  s e p a r a t i o n  b e t w e e n  

d i f f e r e n t  a m i n o  a c y l - t R N A s  b u t  a l s o  r e v e a l  t h a t  s e v e r a l  t y p e s  of 

t R N A  e x i s t  f o r  c e r t a i n  ana ino  a c i d s .  T h e  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n s  

f o r  th e  p o p u l a t i o n  of  t R N A s  v a r y  f r o m  o n e  o r g a n i s m  to  a n o t h e r  

a n d  e v e n  b e t w e e n  c e l l  s a p  a n d  m i t o c h o n d r i a  ( B u c k  & N a s s , 1968; 

E p l e r  & B a r n e t t ,  1967).

T h e  l i n e a r  b a s e  s e q u e n c e  o f  s e v e r a l  i n d i v i d u a l  t R N A  m o l e c u l e s  

f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s ,  m a m m a l i a n ,  f u n g a l  a n d  b a c t e r i a l ,  h a v e  

b e e n  e l u c i d a t e d ,  a f t e r  b e i n g  e x t e n s i v e l y  p u r i f i e d .  M o l e c u l e s  

s e q u e n c e d  i n c l u d e  s p e c i e s  s p e c i f i c  f o r  a  v a r i e t y  of  a m i n o  a c i d s  

( R a j - B h a n d a r y ,  C h a n g ,  S t u a r t ,  F a u l k n e r ,  Ho s k i n  s o n  & K h o r a n a ,  

1967;  H o l l e y ,  A p g a r ,  E v e r e t t ,  M a d i s o n ,  M a r q u i s  s e e ,  M e r r i l l ,  

P e n s  w i c k  & Z a m i r ,  1965;  R e e v e s ,  I m u r a ,  S c h w a m ,  W e i s s ,  

S c h u l m a n  & C h a m b e r s ,  1968; S t a e h e l i n ,  R o g g ,  B a g u l e y ,  G i n s b e r g
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& W e h r l i ,  1968;  M a d i s o n ,  E v e r e t t  & K u n g ,  19 6 6a ;  B a e v ,  

V e n k s t e r n ,  M i r z a b e k o v ,  K r u t i l i n a ,  L i  & A x e l r o d ,  1967;

Z a c b a u ,  B u t t i n g  & F e l d m a n ,  1966;  G o o d m a n ,  A b e  Is on ,  L a n d y ,  

B r e n n e r  & S m i t h ,  1968; D u b e ,  M a r c k e r ,  C l a r k  & C o r y ,  1968; 

D o c t o r ,  L o e b e l ,  Sodd  & W i n t e r ,  1969).  E a c h  s e q u e n c e  i s  u n i q u e  

b o t h  in  l i n e a r  s e q u e n c e  of th e  4 c o m m o n  b a s e s  a n d  in  n u m b e r ^  

t y p e  a n d  p o s i t i o n  of  the  m o d i f i e d  b a s e s .  H o w e v e r ,  in  a l l  th e  

t R N A s  so f a r  e x a m i n e d ,  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  i m p o s e d  b y  

i n t r a m o l e c u l a r  b a s e  p a i r i n g  c a n  be  p o r t r a y e d  in  t e r m s  of  a 

c l o v e r l e a f  m o d e l  ( M a d i s o n ,  E v e r e t t  & K u n g ,  1966 b ;  Z a c h a u ,  

B u t t i n g ,  F e l d m a n ,  M e l c h e r s  & K a r a u ,  1966) ( i l l u s t r a t e d  f o r  

t R N A ^ ^ ^ '  s p e c i e s  in  F i g .  Z) .  T h a t  i s  to  s a y ,  c o m p l e m e n t a r y  

r e g i o n s  f o r m  ^  h e l i c e s  a n d  n o n - b o n d e d  r e g i o n s  " l o o p "  o u t  a s  

s i n g l e  s t r a n d e d  s t r e t c h e s .  S u c h  s i n g l e  s t r a n d e d  r e g i o n s  a r e  

c h a r a c t e r i s e d  by  a h i g h  c o n t e n t  of  u n u s u a l  b a s e s ,  55 o u t  of  th e  

67 k n o w n  m o d i f i e d  b a s e s  b e in g  so  l o c a t e d .  L o o p  IV  g e n e r a l l y  

c o n t a i n s  a  h i g h  p e r c e n t a g e  of  d i h y d r o u r i d i n e  r e s i d u e s .  In  a l l  

c a s e s ,  i t  i s  p o s s i b l e  to l o c a t e  in  s i m i l a r  p o s i t i o n s  in  lo o p  III 

t r i n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s ,  t h e m s e l v e s  o f t e n  c o n t a i n i n g  a  m o d i f i e d  

b a s e ,  w h i c h  c a n  be  a s s i g n e d  to  th e  a p p r o p r i a t e  a n t i c o d o n s .  

A l t h o u g h  s e v e r a l  o t h e r  p o s s i b l e  s t r u c t u r e s  c a n  be  p o s t u l a t e d
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a s  i l l u s t r a t e d  in  D o c t o r ,  L o e b e l ,  So d d  & W i n t e r  (1969)
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f r o m  k n o w n  s e q u e n c e  d a t a ,  t h e  c l o v e r l e a f  m o d e l  i s  c o n s i d e r e d  

m o s t  l i k e l y  a n d  i s  s u b s t a n t i a t e d  e x p e r i m e n t a l l y  by  m e a s u r e m e n t s  

of p h y s i c o - c h e m i c a l  p a r a m e t e r s  ( L a k e  & B e e m a n ,  1968).

t R N A  m o l e c u l e s  a l s o  p o s s e s s  a  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  w h i c h  

p e r h a p s  r e f l e c t s  t h e  p r e f e r r e d  o r i e n t a t i o n  a n d  i n t e r a c t i o n  of 

n o n - b o n d e d  r e g i o n s  w i th in ,  o r  b e t w e e n , h e l i c a l  s e g m e n t s  ( H e n le y ,  

L i n d a h l  & F r e s c o ,  1966).  X - r a y  s c a t t e r i n g  m e t h o d s  a p p e a r  to  

s u g g e s t  t h a t  t h e  c l o v e r l e a f  c o n f i g u r a t i o n  h a s  2 o r  3 a r m s  f o l d e d  

t o g e t h e r  a n d  t h e  r e m a i n i n g  a r m  o r  a r m s  e x t e n d e d  in  th e  o p p o s i t e  

d i r e c t i o n  ( L a k e  & B e e m a n ,  1 9 6 8 ) .  T h i s  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  a p p e a r s  

to be  l e s s  s t a b l e  t h a n  th e  s e c o n d a r y  on e .  C e r t a i n  s p e c i e s  o f  tR N A  

h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  to e x i s t  i n  two i n t e r c o n v e r t i b l e  

c o n f o r m a t i o n a l  v a r i a t i o n s : - " n a t i v e "  a n d  " d e n a t u r e d " ,  s a y  

( G a r t l a n d  & S u e o k a ,  1966; M u e n c h ,  1966;  F r e s c o ,  A d a m s ,

A s c i o n e ,  H e n l e y  & L i n d a h l ,  1966).  T h e  " n a t i v e "  c o n f i g u r a t i o n  

i s  s t a b i l i s e d  by  Mg^'^ a n d  h e a t i n g  a t  6 0 °  in  t h e  p r e s e n c e  of  Mg^"^ 

f o r  o n l y  a  m a t t e r  of  m i n u t e s  r e s u l t s  in  t h e  c o n v e r s i o n  of t h e  

" d e n a t u r e d "  to  th e  " n a t i v e "  f o r m  ( L in d a h l ,  A d a m s  & F r e s c o ,  1966), 

O n ly  th e  " n a t i v e "  c o n f i g u r a t i o n  p o s s e s s e s  th e  c h a r a c t e r i s t i c  

b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  a s  r e g a r d s  a m i n o  a c y l a t i o n  r e a c t i o n s  

( G a r t l a n d  & S u e o k a ,  1966; F r e s c o  e t  al.,  1966) ,  s p e c i f i c i t y  of
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r e s p o n s e  in  p o l y n u c l e o t i d e  s t i m u l a t e d  r i b o s o m a l  b i n d i n g  a s s a y s  

( i s l i i d a  & S u e o k a ,  1967) a n d  c a p a c i t y  to m e d i a t e  a m i n o  a c i d  

i n c o r p o r a t i o n  in to  p o l y p e p t i d e s  ( L in d a h l ,  A d a m s ,  G e r o c h  &

F r e s c o ,  1967) .  T h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  d o e s  n o t  a p p e a r  to  

r e s u l t  in  th e  a l t e r a t i o n  of  t h e  tR N A  s p e c i e s  in  a  m a n n e r  s u c h  a s  

w o u l d  e n a b l e  i t  to  r e c o g n i z e  a n o t h e r  c o d e w o r d .  If, t h e r e f o r e ,  

a s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d ,  t h e  i n a c t i v e  fo rm ,  i s  a t t r i b u t a b l e  to  c h a n g e s  

r e s u l t i n g  in  a  d i f f e r e n t  t r i n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o c c u p y i n g  the  

a n t i c o d o n  p o s i t i o n  in  lo o p  III ( the  s l i p p a g e  h y p o t h e s i s  ( i s h i d a  

& S u e o k a ,  1967) ) t h e n  th e  s u b s t i t u t e  t r i p l e t  i s  n o t  r e c o g n i z e d  a s  

a m i n o  a c i d  s p e c i f y i n g .

A  f u r t h e r  e l a b o r a t i o n  of  tR N A  c o n f i g u r a t i o n ,  t e r m e d  q u a t e r n a r y ^  

h a s  b e e n  d e s c r i b e d  b y  L o e h r  & K e l l e r  ( l 968) .  T h i s  q u a t e r n a r y

s t r u c t u r e  a p p e a r s  to  b e  m o r e  s t a b l e  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  o n e s  a n d  i s  t h o u g h t  to  b e  a  d o u b le  

c l o v e r l e a f ,  i. e. to c o n s i s t  o f  2 s i n g l e  t R N A  c l o v e i T e a f s  c o v a l e n t l y  

a t t a c h e d  t h r o u g h  th e  a n t i c o d o n  lo o p s .  T h e  d i m e r s  a r e  c a p a b l e  of 

a c c e p t i n g  2 m o l e c u l e s  of t h e  s a m e  a m i n o  a c i d  a t  t h e  s a m e  r a t e  

a s  m o n o m e r s  b u t ,  a s  m i g h t  b e  e x p e c t e d ,  a r e  u n a b l e  to  p a r t i c i p a t e  

in  c o d o n  r e c o g n i t i o n .  No b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  h a s  a s  y e t  b e e n  

d e t e r m i n e d  f o r  th e  d i m e r s .



11.

G e n e t i c  C o d e

T h e  g e n e t i c  c o d e i a s  sh o w n  in  T a b l e  I j h a s  b e e n  e l u c i d a t e d  

m a i n l y  u s i n g  t h e  r i b o s o m a l  b i n d in g  a s s a y  in  r e s p o n s e  to c e r t a i n  

t r i n u c l e o t i d e s  ( N i r e n b e r g  & L e d e r ,  1964), in  v i t r o  a m i n o  a c i d  

i n c o r p o r a t i o n  s t i m u l a t e d  b y  p o l y n u c l e o t i d e s  of  r a n d o m  o r  

s p e c i f i c a l l y  d e t e r m i n e d  b a s e  s e q u e n c e s  ( K h o r a n a ,  196 5) a n d  by  

c o r r e l a t i o n  of a m i n o  a c i d  s u b s t i t u t i o n s  w i t h  k n o w n  g e n e t i c  

m u t a t i o n s  (Yankofs lqq  I to  & H o r n ,  1966; S t r e i s i n g e r ,  O k a d a ,

E m r i c h ,  N e w t o n ,  T su  g i t  a,  T e r z a g h i  & I n o u y l ,  1966) .  T h i s  c o d e  

a p p e a r s  to b e  u n i v e r s a l  a n d  a p p l i e s  e q u a l l y  w e l l  to  m a m m a l i a n   ̂

p l a n t ,  b a c t e r i a l  a n d  v i r a l  s y s t e m s  (von E h r e n s t e i n  & E i p m a n n ,

1961;  T s u g i t a ,  E r a e n k e l - C o n r a t ,  N i r e n b e r g  &: M a t t h a e i ,  1962; 

W e i n s t e i n  & S c h e c h t e r ,  1962).  S in c e  m o r e  t h a n  1 c o d e w o r d  i s  

d e s i g n a t e d  f o r  a l l  t h e  a m i n o  a c i d s  e x c e p t  t r y p t o p h a n  a n d  m e t h i o n i n e > 

th e  c o d e  i s  t e r m e d  d e g e n e r a t e .  I n d i c a t i o n s  a t  p r e s e n t  s u g g e s t  

t h a t  th e  s y n o n y m  c o d o n s  a r e  r e c o g n i z e d  by  d i f f e r e n t  tR N A  

m o l e c u l e s  s p e c i f i c  f o r  th e  s a m e  a m i n o  a c i d  ( i s o - a c c e p t i n g  t R N A s )  

(von  E h r e n s t e i n  & D a i s ,  1963; W e i s b l u m ,  Go n a n o ,  v o n  E h r e n s t e i n  

& B e n z e r ,  1965;  K e l lo g g ,  D o c t o r ,  L o e b e l  k  N i r e n b e r g ,  1966; 

G a l i z z i ,  1967) .  S u c h  c o r r e l a t i o n  c a n  be  d e m o n s t r a t e d  d i r e c t l y  

u s i n g  in  v i t r o  s y n t h e s i s  of  r a b b i t  h a e m o g l o b i n  ( W e i s b l u m ,  C h e r a y i l ,
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B o c k  k  So i l ,  1967) .  In  t h i s  s y s t e m ,  t h e  a r g i n i n e  b o u n d  to 

d i f f e r e n t  s p e c i e s  of t R N A ^ ^ ^ '  , s a y ,  i s  n o t  i n c o r p o r a t e d  r a n d o m l y  

in to  th e  p o s i t i o n s  in  t h e  p o l y p e p t i d e  c h a i n  n o r m a l l y  o c c u p i e d  by  

t h i s  a m i n o  a c i d .  I n s t e a d ,  e a c h  a r g i n y l - t R N A  s p e c i e s  s p e c i f i c a l l y  

d o n a t e s  i t s  a m i n o  a c i d  to o n l y  c e r t a i n  p o s i t i o n s  in  th e  h a e m o g l o b i n  

c h a i n .  B y  u t i l i s i n g  s u b s t i t u t i o n  d a t a ,  t h e s e  s i t e s  c a n  be  s h o w n  

to b e  c o m p r i s e d  of  d i f f e r e n t  a r g i n i n e  s p e c i f y i n g  c o d o n s .  In v i t r o , 

o b v i o u s  d i f f e r e n c e s  in  t h e  c o d in g  r e s p o n s e  of  s e v e r a l  

a m i n o a c y l - t R N A s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d ,  r a n g i n g  f r o m  t h o s e  in  w h i c h  

a  t R N A  c a n  o n ly  r e c o g n i z e  o n e  c o d o n  to t h o s e  in  w h i c h  one  t R N A  

c a n  r e c o g n i z e  up  to 3 c o d o n s  (Soil ,  C h e r a y i l  & B o c k ,  1967),  

N e g l e c t i n g  p o s s i b l e  f a i l u r e  to s e p a r a t e  h i g h l y  s i m i l a r  t R N A s ,  

i t  c a n  b e  i n f e r r e d ^ f r o m  t h e  d a t a  a v a i l a b l e , t h a t  c h a n g e s  in  t h e  f i r s t  

l e t t e r  of  t h e  c o d o n  g e n e r a l l y  r e q u i r e  a n e w  t R N A  s p e c i e s  (no t  

f o r m y l  m e t h i o n i n e ) .  So d o e s  a  g u a n i n e  r e s i d u e  o c c u p y i n g  th e  

t h i r d  p o s i t i o n .  A  tR N A  s p e c i e s  i s  c a p a b l e  o f  m u l t i p l e  c o d o n  

r e c o g n i t i o n  w h e n  c e r t a i n  a l t e r a t i o n s  in  t h e  t h i r d  b a s e  a r e  

in v o lv e d .  In  t h i s  c a s e  2 f u r t h e r  s u b d i v i s i o n s  a r e  o b s e r v e d .  

N a m e l y ,  t h e s e  a r e  t h a t  r e c o g n i t i o n  of  t h r e e  c o d o n s  by  o n e  tR N A  

i n v o l v e s  c l a s s i n g  U, C a n d  A  in  a  g r o u p  a n d  t h a t  r e c o g n i t i o n  of 

tw o  c o d o n s  by  o n e  t R N A  i n v o l v e s  c l a s s i n g  b o th  p y r i m i d i n e  o r  b o th  

p u r i n e  b a s e s  t o g e t h e r .  S u c h  o b s e r v a t i o n s  a r e  c o n s i s t e n t  w i th
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th e  W o b b le  H y p o t h e s i s  ( C r i c k ,  1966b) .

R e d u n d a n c y

T h e  n e e d  f o r  a l l  t h e  m u l t i p l e  tR N A  s p e c i e s ,  h o w e v e r ,  c a n n o t  

a l w a y s  b e  a t t r i b u t e d  j u s t  to  t h e  d e g e n e r a t e  n a t u r e  o f  th e  g e n e t i c  

c o d e ,  s i n c e ,  t h e  n u m b e r  o f  t R N A  s p e c i e s  f o r  c e r t a i n  a m i n o  a c i d s  

e x c e e d s  th e  n u m b e r  of  c o d o n s  a s s i g n e d  to t h e m .  W h e n  m o r e  

t h a n  o n e  tR N A  s p e c i e s  r e c o g n i z e s  th e  s a m e  c o d o n  o r  c o d o n s ,  

t h e  ' e x t r a ’ t R N A s  a r e  s a i d  to  be  r e d u n d a n t .  T h e  l y s i n e  s y s t e m  

i n  y e a s t  (So i l  & R a j - B h a n d a r y ,  1967) ,  t h e  t y r o s i n e  s u p p r e s s o r  

s y s t e m  in  E .  c o l i  ( G o o d m a n  e t  a l^  1968) a n d  t h e  s e r y l - t R N A s  

s e q u e n c e d  b y  Z a c h a u  ( Z a c h a u ,  D u t t in g  & F e l d m a n ,  1966) a l l  s h o w  

e v i d e n c e  o f  r e d u n d a n c y .  T h e  a p p a r e n t  r e d u n d a n c y  o f  th e  

s e r y l - t R N A s  m e n t i o n e d  m a y  b e  a t t r i b u t a b l e  to  a  h e t e r o g e n e i t y  in  

t h e  y e a s t  u s e d  a s  s t a r t i n g  m a t e r i a l .

I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  r e d u n d a n c y  in  m o r e  h i g h l y  d e v e l o p e d  

c e l l s  m a y  b e  a t t r i b u t a b l e  to c o m p a r t m e n t a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  

e . g .  in  t h e  m i t o c h o n d r i a  ( B a r n e t t  & B r o w n ,  1967;  E p l e r  & B a r n e t t ,  

1967;  S u y a m a  & E y e r ,  1967) .  S o m e  t R N A s  r e c o g n i z i n g  th e  

s a m e  t r i p l e t  m a y  n o t ^ h o w e v e r , b e  i n d i s p e n s a b l e  f o r  c o r r e c t  

t e m p l a t e  r e a d o u t .  T h e r e  a r e  i n d i c a t i o n s  a l s o  t h a t  a p p a r e n t l y  

r e d u n d a n t  t R N A s  m a y  b e  u s e d  f o r  s p e c i a l  p u r p o s e s .  F o r  i n s t a n c e .
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th e  tR N A  p o p u l a t i o n  in  c o l i  c o n t a i n s  tw o  tR N A  s p e c i e s  

w h i c h  d i f f e r  o n ly  in  two n u c l e o t i d e s ,  n o t  in  t h e  a n t i c o d o n ,  bu t  

o n ly  o n e  of  w h i c h  c a n  a p p a r e n t l y  m u t a t e  to  a, s u p p r e s s o r  ( G o o d m a n  

e ^ a l j  1968), In S. a u r e u s  ( B u m s t e d ,  D a h l ,  S o i l  & S t r o m i n g e r ,  

1968) t h r e e  t y p e s  of tR N A  a t t a c h  g l y c i n e  a n d  a r e  a c t i v e  in  

p e p t i d o g l y c a n  s y n t h e s i s  b u t  o n ly  two of t h e s e  h a v e  b e e n  s h o w n  

to p a r t a k e  in p r o t e i n  s y n t h e s i s .  A s i m i l a r  p a t t e r n  w i t h  s e r y l - t R N A  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  in  S. e p i d e r i Tiis ( P e t i t ,  S t r o m i n g e r  & So i l ,  1968) 

a n d  i t  i s  p o s s i b l e  to im p ly '  t h a t ^ p e r h a p s ^ a  u n i q u e  s p e c i e s  of tRNA§^Y. 

(o r  tRNA^®^ ' ) e x i s t s  w h i c h  i s  o n ly  f u n c t i o n a l  in  p e p t i d o g l y c a n  

s y n t h e s i s .

T h e s e  s p e c i e s  m a y ^ o f  c o u r s e , b e  f u n c t i o n i n g  a s  s u p p r e s s o r s .

A  f o r m  o f  tRNA^®^* w h i c h  d o e s  n o t  b e c o m e  r i b o s o m e  a s s o c i a t e d  

( W e t t s t e i n ,  1966) a n d  m a y  h a v e  a  r e g u l a t o r y  r o l e ,  a l s o  o c c u r s  

( Y e g ia n  & S te n t ,  1969b) .  C e r t a i n  t R N A s  p e r h a p s ,  . t h e r e f o r e ,  

p e r f o r m  f u n c t i o n s  u n a s s o c i a t e d  w i th  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  A t  a n y  

r a t e ,  a  r e g u l a t o r y  r o l e  f o r  tR N A s  b a s e d  on  c o d o n  f r e q u e n c y  

a n d  d i s t r i b u t i o n  m a y  be  p o s t u l a t e d  an d  s e v e r a l  s u c h  s y s t e m s  w i l l  

b e  d i s c u s s e d  l a t e r .

A m i n o  a c y l  - tR N A  T r a u i s f e r  a s e  s

A m i n o a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  a n i r n a l
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( H o a g la n d ,  K e l l e r  & Z a m e c n i k ,  1956) ,  p l a n t  ( C l a r k ,  1958) 

a n d  b a c t e r i a l  s o u r c e s  ( D e M o s s  & N o v e l l i ,  1956) .  T h e  e n z y m e s  

c a t a l y s e  b o t h  th e  a c t i v a t i o n  of  a  s p e c i f i c  a m i n o  a c i d  a n d  i t s  

t r a n s f e r  to a  s p e c i f i e d  s R N A  m o l e c u l e .  T h e  r e a c t i o n  c o n s i s t s  

of 2 s t a g e s  a n d  c a n  be  r e p r e s e n t e d  a s

E n z .  + A T P  + a m i n o  a c i d  = E n z .  - A M P  - a m i n o  a c i d  + P P i  (1 )

E n z ,  - A M P  “ a m i n o  a c i d  -H s R N A  = A m i n o a c y l - t R N A  4- A M P  + E n z ,  (2) 

I t  t h e r e f o r e  f o l l o w s ^ t h a t  f o r  e a c h  a m i n o  a c i d  t h e r e  e x i s t s  

a n  a m i n o  a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  w h i c h  n o r m a l l y  c a t a l y s e s  the  

a t t a c h m e n t  of  t h a t  a m i n o  a c i d  to o n ly  t h o s e  t R N A  s p e c i e s  w h i c h  

r e c o g n i z e  th e  c o d o n s  a l l o t t e d  to  i t .  It  i s  u n c l e a r ,  a t  p r e s e n t ,  

w h e t h e r  o n e  t r a n s f e r a s e  i s  r e q u i r e d  f o r  e a c h  i s o - a c c e p t i n g  t R N A  

a n d  w h e t h e r  i n t e r - s p e c i e . s  h o m o l o g y  i s  e x h i b i t e d  by  t h e  t r a n s f e r a s e s ,  

b u t  b o t h  t o p i c s  w i l l  b e  r e v i e w e d  l a t e r .

P u r i f i e d  a m i n o  a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s  h a v e  m o l e c u l a r  

w e i g h t s  o f  a p p r o x i m a t e l y  100, 000 ,  w i th  t h e  e x c e p t i o n  of  

p h e n y l a l a n y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  ( M a k m a n  & C a n t o n i ,  1965;

S t u l b e r g ,  1967) ,  a n d  m o s t  a p p e a r  to h a v e  a b o u t  8 s u l p h y d r y l  

g r o u p s  p e r  m o l e c u l e  (De E u e  a  & M c E l r o y ,  1965;  S t e r n ,  De E u e  a,

M e h l e r ,  & M c E l r o y ,  1966) .  A s  i s o l a t e d  t h e y  a r e  s t r o n g l y  

a t t a c h e d  to  n u c l e i c  a c i d  a n d  m a y  r e m a i n  l i n k e d  to  i t  t h r o u g h
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s e v e r a l  p u r i f i c a t i o n  s t e p s  ( S e i f e r t ,  N a s s  & Z i l l i g ,  1968; A l l e n d e ,  

A l l e n d e ,  G a t i c a ,  C e l l s ,  M o r a  & M a t  a m  a l a ,  1966) .  I n d e e d ,  

t h i s  a t t a c h m e n t ,  i n  c e r t a i n  c a s e s ,  m a y  s e r v e  to  s t a b i l i s e  t h e  

e n z y m e  ( P a p a s  & M e h l e r ,  1968).

T h e  s p e c i f i c i t y  of  a m i n o  a c i d  s e l e c t i o n  i s  i n t r o d u c e d  a t  t h e  

l e v e l  o f  r e a c t i o n  2 ( A r e a ,  F r o n t a l i ,  S a p o r a  & T e c c e ,  1967;

Y a r u s  &: B e r g ,  1967) ,  s i n c e  t r a n s f e r a s e s  m a y ,  in  th e  a b s e n c e  

of  t h e  c o r r e c t  a m i n o  a c i d ,  a n o m a l o u s l y  b in d  a m i n o  a c i d s  o f  

s i m i l a r  s t r u c t u r e  to t h e  a p p r o p r i a t e  m o l e c u l e  b u t  a r e  u n a b l e ,  

e x c e p t  in  t h e  c a s e s  of  h i g h  a m i n o  a c i d  a n a l o g y ,  e. g, c a n a v a n i n e  

a n d  a r g i n i n e  ( M i t r a  & M e h l e r ,  1967) ,  to e f f e c t  t h e  t r a n s f e r  of 

t h e  w r o n g  a m i n o  a c i d  to  th e  tR N A ,  To m a i n t a i n  t h e  n e c e s s a r y  

d e g r e e  o f  s e l e c t i v i t y ,  t h e  o v e r a l l  b i n d in g  o f  t h e  a m i n o  a c i d  a n d  

t h e  t R N A  to  th e  e n z y m e  i s  t h o u g h t  to b e  th e  r e s u l t  o f  a  l a r g e  

n u m b e r  of  w e a k  i n t e r a c t i o n s  a n d  to be  s u b j e c t  to  s t r i c t  

s t e r e o c h e m i c a l  r e s t r a i n t s  ( E o f t f i e l d  & E i g n e r ,  1967) .  O n ly  

c o r r e c t  p a i r i n g  b e t w e e n  a n  a m i n o  a c i d  a n d  t r a n s f e r a s e  r e s u l t s  

in  a  c o n f i g u r a t i o n a l  c h a n g e  in  th e  e n z y m e  (O h ta ,  S h i m a d a  & 

I m a h o r i ,  1967) a n d  s o m e  a m i n o  a c i d s  a r e  o n ly  t r a n s f e r r e d  to  

tR N A  m o l e c u l e s  in  p a r t i c u l a r  s t e r e o c h e m i c a l  c o n f i g u r a t i o n s  

( G a r t l a n d  & S u e o k a ,  1966;  L i n d a h l  e t  a l » 1967) .
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T h e s e  e n z y m e  r e a c t i o n s  o c c u r  a t  p H  7. 0 - 8 .  0 a n d  r e q u i r e

an d  A T P  f o r  a c t i v i t y  ( N o v e l l i ,  1967;  A l l e n d e ,  M o r a ,

G a t i c a  & A l l e n d e ,  196 5), T h e  a c t u a l  p H  o p t i m u m  a n d  th e

2 - 1-

o p t i m a l  r a t i o  o f  Mg c o n c e n t r a t i o n  to  A T P  c o n c e n t r a t i o n  a r e  

d i f f e r e n t  f o r  e a c h  t r a n s f e r a s e ,  b o th  w i t h i n  a n d  b e t w e e n  s p e c i e s .  

F o r  i n s t a n c e ,  c o l i  l e u c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  h a s  an  o p t i m a l  

r a t i o  o f  10 to  1 w h e r e a s  t h a t  o f  p r o l y l - t R N A  t r a n s f e r a s e _ ,  d e r i v e d  

f r o m  t h e  s a m e  o r g a n i s m ^ i s  30 to 1 ( N o v e l l i ,  1967) ,  A1 soo the  

o p t i m a l  r a t i o  o f  o p e r a t i o n  d i f f e r s  b e t w e e n  c y t o p l a s m i c  a n d  

m i t o c h o n d r i a l  a m i n o  a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s  d e r i v e d  f r o m  th e  

s a m e  s o u r c e  ( L i e t m a n ,  1968) .  In  c e r t a i n  c a s e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

of  m o n o v a l e n t  i o n s ,  e s p e c i a l l y  a m m o n i u m  a n d  p o t a s s i u m ^ h a v e  

b e e n  s h o w n  to  b e  i m p o r t a n t  e n z y m e  s t i m u l a t o r s  (Yu & H i r s h ,

1967;  L o f t f i e l d  & E i g n e r ,  1967; H o l l e y ,  B r u n n g r a b e r ,  S a a d  

& W i l l i a m s ,  1961) ,  O t h e r  t r a n s f e r a s e s  do n o t  d e m o n s t r a t e  

a n y  d e p e n d e n c e  o n  u n i v a l e n t  i o n s  a n d  Na"^ m a y  a c t  a s  a n  i n h i b i t o r  

o f  e s t é r i f i c a t i o n  ( P e t e r k o f s k y .  Gee. & J e s e n s k y ,  1966). T h e  s a l t  

e f f e c t  a p p e a r s  to d e p e n d  o n  i n t e r a c t i o n s  w h i c h  m a y  a c t  b y  

s t a b i l i s i n g  th e  e n z y m e  -  t R N A  c o m p l e x .

S e v e r a l  o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  e s t é r i f i c a t i o n  r e a c t i o n  

d e p e n d s  b o t h  o n  t h e  s o u r c e  of t h e  t R N A  and. of  t h e  t r a n s f e r a s e .
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V a r i o u s  d e g r e e s  o f  i n t e r  c h a n g e  a b i l i t y  of  t h e  t R N A  an d  th e  

t r a n s f e r a s e  b e t w e e n  d i f f e r e n t  o r g a n i s m s  o c c u r ,  th e  d e g r e e  

d e p e n d i n g  o n  t h e  o r g a n i s m  f r o m  w h i c h  th e  e n z y m e  a n d  th e  tR N A  

a r e  i s o l a t e d  a n d  a l s o  t h e  i d e n t i t y  of  the  a m i n o  a c i d  u n d e r  

c o n s i d e r a t i o n .  T h e  f o u r  r e s p o n s e s  o b s e r v e d  a r e  o u t l i n e d  b e lo w .  

In  c e r t a i n  c a s e s ,  no c r o s s  r e a c t i o n  i s  o b s e r v e d  w h e n  th e  e n z y m e  

a n d  th e  tR N A  a r e  d e r i v e d  f r o m  s e p a r a t e  s o u r c e s  ( h e t e r o l o g o u s  

r e a c t i o n ) g ( H a y a s h i ,  1966; L o f t f i e l d  & E i g n e r ,  1963; Y a m a n e ,  

C h e n g  & S u e o k a ,  196 3). T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  f o r  e n z y m e  

r e c o g n i t i o n ,  t h e r e f o r e ,  a r e  e i t h e r  n o t  p r e s e n t  o r  e l s e  t h e  t R N A s  

h a v e  s t e r i c  c o n f i g u r a t i o n s  w h i c h  p r e v e n t  t h e  e n z y m e  r e a c t i n g  

w i t h  t h e  h e t e r o l o g o u s  R N A .  B u t  m a n y  h e t e r o l o g o u s  r e a c t i o n s  

w o r k  a n d  r e s u l t  in  t h e  e s t é r i f i c a t i o n ,  b o t h  q u a l i t a t i v e l y  a n d  

q u a n t i t a t i v e l y ,  of  th e  s a m e  t R N A  s p e c i e s  a s  in  a  h o m o l o g o u s  

r e a c t i o n  ( Y a m a n e  & S u e o k a ,  196 3). O t h e r  h e t e r o l o g o u s  

e s t é r i f i c a t i o n  r e a c t i o n s  r e s u l t  in  t h e  a t t a c h m e n t  o f  a n  a m i n o  a c i d  

to tR N A  a t  a  l o w e r  l e v e l  of  o v e r a l l  e f f i c i e n c y .  e. g. w i t h  ^  c o l i  

s R N A  a n d  y e a s t  m e t h i o n y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  o n l y  a  p a r t  o f  th e  

m e t h i o n i n e  a c c e p t o r  R N A  c a n  be  c h a r g e d  ( B e r g ,  B e r g m a n n ,  

O f e n g a n d  & D i e c k m a n n ,  1961).

In  a  v e r y  f e w  i n s t a n c e s ,  h e t e r o l o g o u s  r e a c t i o n s  l e a d  to  t h e
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a m i i i o a c y l a t i o n  of  tRNA. s p e c i e s  n o t  n o r m a l l y  loaded ,  w i t h  t h e  

a m i n o  a c i d  in  q u e s t i o n  b y  th e  h o m o l o g o u s  t r a n s f e r a s e .  T h e  

l e u c y l - t R N A  f o r m e d  w h e n  y e a s t  l e u c y l - t R N A  f o r m a t i o n  i s  

c a t a l y s e d  b y  c o l i  t r a n s f e r a s e  ( a b o u t  1% of  t h e  a v a i l a b l e  tRNA^^^^' ) 

i s  n e i t h e r  s i m i l a r  to t h a t  of n o r n a a l  y e a s t  l e u c y N t R N A ,  n o r  to 

E .  c o l i  l e u c y l - t R N A s  ( Y a m a n e  & S u e o k a ,  1963) .  A  m u c h  m o r e  

s i g n i f i c a n t  n o v e l  c o m p o n e n t  i s  o b t a i n e d  f r o m  a  c r o s s - r e a c t i o n  

u s i n g  N e u r o  s p o r a  e r a s  s a  t r a n s f e r a s e  to l o a d  E^  c o l i  t R N A  w i t h  

p h e n y l a l a n i n e  ( B a r n e t t ,  1965) .  H o w e v e r ,  t h i s  r e a c t i o n  c a n  now  

b e  a t t r i b u t e d  to c o n t a m i n a t i o n  w i t h  m i t o c h o n d r i a l  t R N A s  a n d  

t r a n s f e r a s e s  ( B a r n e t t ,  B r o w n  & E p l e r ,  1967;  B a r n e t t  & B r o w n ,  

1967) ,  a n d  t h e r e f o r e ,  m a y  b e  i n c l u d e d  in  o n e  o f  t h e  p r e v i o u s  

c a t e g o r i e s  (on t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  m i t o c h o n d r i a  d i f f e r  in  o r i g i n  

f r o m  t h e  c e l l  t y p e  in  q u e s t i o n ) .

In  g e n e r a l  i n  b a c t e r i a l  s y s t e m s ,  o n ly  o n e  t r a n s f e r a s e  i s  

r e q u i r e d  to c a t a l y s e  t h e  a d d i t i o n  of  a n y  p a r t i c u l a r  a m i n o  a c i d  to 

a l l  t h e  i s o - a c c e p t i n g  t R N A s  f o r  t h a t  a m i n o  a c i d  ( N i y o m p o r n ,  D a h l  

& S t r o m i n g e r ,  1968; Y a m a n e  & S u e o k a ,  1963;  E i d l i c  & N e i d h a r d t ,  

196 5; N a s s  h  N e i d h a r d t ,  1967) .  S u n d h a r a d a s ,  K a t z e ,  S o i l ,  

K o n i g s b e r g  & D e n g y e l  (1968)  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  o n e  t r a n s f e r a s e  

c a t a l y s e d  th e  in  v i t r o  a t t a c h m e n t  o f  s e r i n e  to b o t h  t R N A  se r^^ ^
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an d  t R N A  e v e n  t h o u g h  ty p e  I l a  r e c o g n i z e s  th e  c o d o n s

AG U  a n d  AGO w h i l e  t y p e  l i b  r e c o g n i z e s  UCA and  UCG, H o w e v e r ^

Yu ( l 966) h a s  r e p o r t e d  t h e  se%3aration^by h y d r o x y a p a t i t e  

c h r o m a t o g r a p h y ,  of  3 ' t y p e s '  o f  l e u c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  f r o m  

e x t r a c t s  of ^  c o l i,  t h e  2 m i n o r  p e a k s  r e p r e s e n t i n g  o n l y  3% of 

th e  e n z y m i c  a c t i v i t y  u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  (Yu, 1966). In  

a d d i t i o n  to  th e  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n ,  t h e  ar  z y m e s  s h o w  

d i f f e r e n c e s  i n  r e s p o n s e  to  i o n i c  c o n d i t i o n s  a n d  a p p e a r  to h a v e  

v a r y i n g  s p e c i f i c i t i e s  t o w a r d s  c e r t a i n  o f  th e  tRNA^^^* s p e c i e s .

T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  i s  n o t  s t a b l e  a n d  on  

r e c h r o m a t o g r a p h y  of p e a k  2 m a t e r i a l  t h e  o r i g i n a l  3 p e a k  p a t t e r n  

i s  o b t a i n e d .  I t  i s ,  t h e r e f o r e ,  e x t r e m e l y  l i k e l y  t h a t  th e  d i f f e r e n t  

p e a k s  e q u a t e  w i t h  d i f f e r e n t  s i z e d  a g g r e g a t e s  of  a  c o m m o n  su b u n i t .

T h e r e  h a v e ,  h o w e v e r ,  b e e n  s e v e r a l  r e p o r t s  i n  h i g h e r  

o r g a n i s m s  of  tw o  o r  m o r e  c h r o m a t o g r a p h i c  a l l y  d i s t i n c t  t r a n s f e r a s e s  

w h i c h  c a t a l y s e  th e  a d d i t i o n  of  th e  s a m e  a m i n o  a c i d  a n d  a r e  

d e r i v e d  f r o m  t h e  s a m e  s o u r c e  ( A l l e n d e  & A l l e n d e ,  1964; A l l e n d e  

e t  a l j  1966;  L a g e r k v i s t  & W a l d e n s t r o m ,  1967) .  F o r  e x a m p l e ,  

l e u c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  in  th e  r a t  l i v e r  s y s t e m  e l u t e s  

f r o m  h y d r o x y a p a t i t e  in  two d i s t i n c t  b a n d s  ( V e s c i a ,  1967). T h e s e  

' e n z y m e s '  h a v e  d i f f e r e n t  .Km v a l u e s  an d  e x h i b i t  d i f f e r e n c e s  in
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h e a t  s t a b i l i t y .  T h r e e  l e u c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  f r a c t i o n s  

( S t r e h l e r ,  H e n d l e y  & H i r s c h ,  1967) w h i c h  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  

f r o m  r a b b i t  h e a r t  by  D E A E  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y ,  a s  in  

t h e  c a s e  of  E_̂  c o l i , h a v e  d i f f e r e n t  a f f i n i t i e s  f o r  t h e  i n d i v i d u a l  

s p e c i e s  of  tRNA^^^*

T h e  a p p e a r a n c e  of  t h e s e  c h r o m a t o g r a p h i c  a l l y  d i s t i n g u i s h a b l e  

t r a n s f e r a s e s  c a n  b e  e x p l a i n e d  in  t h r e e  w a y s .

(1) T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  i s  g e n u i n e  a n d  

d i f f e r e n t  e n z y m e  s p e c i e s  a r e  p r e s e n t ,

(2) T h e  a c t i v i t y  p e a k s  a r e  d i f f e r e n t  s i z e d  a g g r e g a t e s  

of  a c o m m o n  m o n o m e r i c  u n i t .

(3) T h e  o b s e r v a t i o n s  a r e  due  to a n  a r t e f a c t  i n t r o d u c e d  

b y  n o n  - h o m o  g e n  e ou s s t a r t i n g  m a t e r i a l  o r  

c o m p a r t m e n t a t i o n  w i t h i n  th e  c e l l  ( B a r n e t t  & E p l e r ,  1966)

I t  s h o u l d  a l s o  b e  n o t e d  t h a t  t h e r e  a r e  r e p o r t s  of  v a r i a t i o n s  in  

t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  b e t w e e n  c e l l s  of  i d e n t i c a l  g e n o t y p e  b u t  

d i f f e r e n t  p h e n o t y p e  ( S t r e h l e r ,  H e n d l e y  & H i r s c h ,  1967; T a y l o r ,  

G r a n g e r ,  B u c k  & H o l l a n d ,  1967).

In  a t t e m p t s  to  l o c a l i z e  t h e  s i t e  of  t r a n s f e r a s e  a t t a c h m e n t  

to  t R N A  s e v e r a l  a p p r o a c h e s  h a v e  b e e n  u s e d .  T h e s e  i n c l u d e
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c o m p a r i n g  th e  e s t é r i f i c a t i o n  of  n o r m a l  t R N A s  w i t h  c h e m i c a l l y  

( L in d a h l ,  1967; H a r r i m a n  & Z a c h a u ,  1966; W a d e ,  Y a m a m o t o ,  

F u k u t o m e  & K a w a d e ,  1968;  C e r u t t i ,  1968; D e V r i e s ,  1967) o r  

g e n e t i c a l l y  ( S m i th ,  1969) m o d i f i e d  o n e s  o r  c o r r e l a t i n g  th e  

e f f i c i e n c y  of  i n h i b i t i o n  of a m i n o  a c i d  a c c e p t a n c e  w i t h  th e  s t r u c t u r e  

of i n h i b i t o r s  ( L e t e n d r e ,  M i c h e l s o n  & G r u n b e r g - M a n a g o , 1966; 

H a y a s h i  & M i u r a ,  1966), T h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  h a v e  o f t e n  b e e n  

a t  v a r i a n c e  a n d ,  so f a r ,  no  d e f i n i t e  d e t e r m i n a t i o n  of  t h e  a t t a c h m e n t  

s i t e  h a s  b e e n  a s c e r t a i n e d .  T h e  a n t i c o d o n  i t s e l f  w o u l d  n o t  a p p e a r  

to b e  i n v o l v e d  in  th e  m a i n  b in d in g  l o c a t i o n  ( P e n s w i c k ,  1966),  T h e  

m o s t  f a v o u r e d  l o c a t i o n s  of  t h e  e n z y m e  a t t a c h m e n t  s i t e  a r e  in  th e  

lo o p  n e a r e s t  to  th e  5' e n d  of  tR N A  m o l e c u l e s  o r  in  th e  s e c o n d  s m a l l  

l o o p  f r o m  t h e  3' e n d  ( D o c to r  e j^aL  1969) o r  p e r h a p s  b y  c o m b i n a t i o n  

of  t h e s e  tw o  s i t e s  ( M a d i s o n ,  E v e r e t t  & K u n g ,  1966b) .  H o w e v e r ,  

e v i d e n c e  in  t h e  t y r o s i n e  s u p p r e s s o r  s y s t e m  i n d i c a t e s  t h a t  th e  

s t a i r  o f  t h e  a n t i c o d o n  lo o p  i s  i n v o l v e d  ( S m i th ,  1969) a n d  S c h u l m a n  

& C h a m b e r s  (1968)  s u g g e s t i o n  th e  b a s i s  of U. V, p h o t o l y s i s  d a t a ,  

t h a t  t h e  f i r s t  t h r e e  b a s e  p a i r s  f r o m  th e  3' e n d  a r e  t h e  r e c o g n i t i o n  

p o i n t  f o r  t r a n s f e r a s e s  b u t  t h a t  the  e n t i r e  s t e m  r e g i o n  i s  r e q u i r e d  

to  m a i n t a i n  t h e  i n t e g r i t y  of th e  b i n d in g  s i t e .
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T h i o l a t i o n

t R N A  i s  k n o w n  to c o n t a i n  a s  m i n o r  c o m p o n e n t s ,

t h i o n u c l e o s i d e s  i n c l u d i n g  4 - t h i o u r i d i n e  ( L i p s e t t ,  1965) ,

2 " t h i o c  y to s i n e , 5 - m e  th y  l a m i n o m e  t h y l -  2 - t h io u  r a c i l  ( C a r b o n ,

D a v i d  & S t u d i e r ,  1968) ,  2 - m e t h y l t h i o ,  6N (y, y d i m e  thy  lad ly l)

a d e n y l i c  a c i d  ( B u r r o w s ,  A r m s t r o n g ,  S k o og ,  H e c h t ,  B o y l e ,

L e o n a r d  & O c c o l o w i t z ,  1968) an d  o t h e r s  a s  y e t  u n i d e n t i f i e d .

T h e  th io la t io n s  o c c u r  a s  a d d i t i o n s  to the  c o m m o n  b a s e s  in  th e

p o l y n u c l e o t i d e  s R N A  p r e c u r s o r s  ( L i p s e t t  & P e t e r k o f  s k y ,  1966),

24-T h e  e n z y m i c  r e a c t i o n  r e q u i r e s  A T P ,  M g  i o n s  a n d  p y r i d o x a l  

p h o s p h a t e  to a c h i e v e  t h e  t r a n s f e r  of s u l p h u r  f r o m  c y s t i n e  o r  

c y s t e i n e  in to  sR N A ,  T h e  s u l p h u r  a t o m  i n 4 - t h i o u r i d i n e  i s  

i n c o r p o r a t e d  in to  u r i d i n e  a n d , t h e r e f o r e ^ d o e s n o t  a l t e r  b a s e  

p a i r i n g  a r r a n g e m e n t s .  I t s  p r e s e n c e ,  t h e r e f o r e ^ a f f e c t s  m o l e c u l a r  

s t a b i l i t y  b u t  n o t  c o n f i g u r a t i o n .

R i b o s o m a l  R N A  o r  s y n t h e t i c  p o l y n u c l e o t i d e s  c a n n o t  be  

s u b s t i t u t e d  f o r  s R N A ,  p e r h a p s  b e c a u s e  of  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  

of  t h e  l a t t e r  ( H a y w a r d  & W e i s s ,  1966).  N o r m a l  ^  c o l i  sR N A ,  

a l t h o u g h  c o n t a i n i n g  i t s  f u l l  c o m p l e m e n t  o f  s u l p h u r  m o l e c u l e s ,  c a n  

a c t  a s  a  s u l p h u r  r e c e i v e r  i n  v i t r o. R a b b i t  l i v e r  a n d  y e a s t  s R N A s ,  

w h i c h  a r e  t h o u g h t  to b e  n a t u r a l l y  d e f i c i e n t  in  s u l p h u r  a t o m s ,  a r e  

r e p o r t e d  n o t  to a c c e p t  s u l p h u r  in  th e  s y s t e m  d e v i s e d  by  L i p s e t t
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& P e t e r k o f s k y  (1966)  w h i l e  y e a s t  a n d  r a t  l i v e r  s R N A s  a c t  

a s  a c c e p t o r s  in  t h a t  of  H a y w a r d  & W e i s s  (1966) .

M é t h y l a t i o n

s R N A  u s u a l l y  c o n t a i n s  m e t h y l a t e d  p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  

n u c l e o s i d e s  in  a d d i t i o n  to  th e  4 n o r m a l l y  fo u n d .  A t  l e a s t  19 

m o d i f i e d  s p e c i e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  b u t  t h i s  m a y  s t i l l  b e  a n  

u n d e r e s t i m a t e .  T h e  m e t h y l  g r o u p i n g  m a y  e i t h e r  b e  i n t r o d u c e d  

in to  t h e  N h e t e r o c y c l i c  r i n g s  of  t h e  b a s e s ,  in to  t h e  g l y c o s y l  

p a r t s  o f  t h e  r e s i d u e  ( N i c h o l s  & L a n e ,  1966) o r  e v e n  in to  b o th  

p o s i t i o n s .  I n c o r p o r a t i o n  o c c u r s  a t  t h e  m a c r o - m o l e c u l a r  l e v e l  

a n d  i s  c a t a l y s e d  b y  a  n u m b e r  of  h i g h ly  s p e c i f i c  e n z y m e s  ( H u r w i t z ,  

A n d e r s ,  G o ld  & S m i t h ,  1965), T h e  m e t h y l  g r o u p s  a r e  n o r m a l l y  

t r a n s f e r r e d  f r o m  S a d e n o s y l  m e t h i o n i n e  to  sR N A .

T h e  i n t r o d u c t i o n  of m e t h y l  g r o u p s  in to  t R N A  c a u s e s  

d i s t u r b a n c e s  in  t h e  s t e r i c  a n d  e l e c t r o n i c  p a t t e r n s  a n d  t h u s  

a l t e r s  b o t h  t h e  c o n f i g u r a t i o n  a n d  e l e c t r o n  d e n s i t y  d i s t r i b u t i o n  

o f  t h e  m o l e c u l e s .  T h e  p r e c i s e  e f f e c t  i s  d e t e r m i n e d  by  th e  

p o s i t i o n  o c c u p i e d  by  t h e  m e t h y l  g r o u p i n g  ( L i t t a u e r ,  R e v e l  & S t e r n ,

1966) .  F o r  i n s t a n c e ,  f o r m a t i o n  of  5 - m e t h y l  u r i d i n e  e n h a n c e s  b a s e  

p a i r i n g  in  t h a t  r e g i o n  w h i l e  s u b s t i t u t i o n  of  a  m e t h y l  g r o u p  a t  t h e  

3N p o s i t i o n  of  u r i d i n e  o r  m é t h y l a t i o n  of  2 ’ OH of r i b o s e  l e a d s  to
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a  d e c r e a s e  in  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e .

T h e  g e n e r a l  p r o p e r t i e s  of  th e  e n z y m e  c a t a l y s i n g  m o d i f i c a t i o n s

of t h i s  t y p e  - m e t h y l a s e s  - a r e  a s  f o l l o w s .  T h e  m e  th y  l a s  e s ,  in

m o u s e  a n d  r a t  s y s t e m s ,  a p p e a r  to  h a v e  a  p H  o p t i m u m  of  8, 5 - 9 .  0

f o r  t h e  m é t h y l a t i o n  of  a l l  b a s e s  (K ay e  & L e  b o y ,  1968;  R o d e h ,

F e l d m a n  & L i t t a u e r ,  1967) .  B o t h  s y s t e m s  a r e  s t i m u l a t e d  by

i o n s ,  t h e  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  b e i n g  i n c r e a s e d  3 - 5  fo ld .

In r a t  l i v e r ,  th e  r a t e  of m e t h y l  i n c o r p o r a t i o n  in to  a l l  f o u r  t a r g e t

b a s e s  w a s  i n c r e a s e d  to  t h e  s a m e  e x t e n t .  U s i n g  t h e  m o u s e  

4*

s y s t e m ,  N H ^  s t i m u l a t i o n  l e d  to a n  a l t e r a t i o n  of  t h e  p a t t e r n  of 

m e t h y l a t e d  b a s e s  i n t r o d u c e d .  T h e  e n z y m e s  a p p e a r  to  o p e r a t e  

m a x i m a l l y  a t  4 2 °  a n d  i n d e e d ,  a c t i v i t y  m a y  b e  o b s e r v e d  f o r  c e r t a i n  

e n z y m e s  a t  4 8 ° .

T h e  s t u d y  of  t h e  r o l e  o f  m e t h y l a t e d  b a s e s  in  t R N A  m o l e c u l e s  

h a s  b e e n  e x a m i n e d  u s i n g  s p e c i e s  of  tR N A  w h i c h  a c c u m u l a t e  in  a  

r e l a x e d  m e t h i o n i n e  r e q u i r i n g  s t r a i n  of c o l i  d u r i n g  m e t h i o n i n e  

s t a r v a t i o n  (Adandel & B o r e k ,  1961).  T h e  p r o p o r t i o n  of  t h i s  R N A  

i n c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  d e p r i v a t i o n  t i m e  a n d  c a n ,  i n d e e d ,  be  

s h o w n  to b e  d e f i c i e n t  in  m e t h y l  g r o u p s .  I t  c a n  be  s e p a r a t e d  

c h r o m a t o g r a p h i c  a l l y  f r o m  i t s  m e t h y l a t e d  c o u n t e r p a r t s ,  a t  l e a s t
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in  th e  c a s e  of p h e n y l a l a n y l - t R N A  on MAK ( R e v e l  & L i t t a u e r ,  1965) 

a n d  l e u c y l " t R N A  on  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  ( C a p r a  & 

P e t e r k o f s k y ,  1968) a n d  on  M A K ( L a z z a r i n i  & P e t e r k o f s k y ,  1965) . 

N e i t h e r  t h e  a m i n o  a c y l a t i o n  of  s u c h  m e t h y l  d e f i c i e n t  s p e c i e s  of 

tR N A  ( L i t t a u e r ,  M u e n c h ,  B e r g ,  G i l b e r t  & S p a h r ,  1963;

P e t e r k o f s k y ,  J e s e n s k y ,  B a n k  & M e h l e r ,  1964) ,  th e  a t t a c h m e n t  of 

a m i n o a c y l " t R N A  ( u n d e r - m e t h y l a t e d )  to p o l y n u c l e o t i d e / r i b o s o m a l  

c o m p l e x e s  ( L a z z a r i n i  & P e t e r k o f s k y ,  1965) ,  n o r  t h e  s u b s e q u e n t  

a m i n o  a c i d  t r a n s f e r  ( L i t t a u e r  ^ a ^ ^  1963; P e t e r k o f s k y  e t  al^ 1964) 

a p p e a r  to d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  n o r m a l .  I t  s h o u l d ,  h o w e v e r ^ b e  

n o t e d  t h a t  S h u g a r t ,  N o v e l l i  & S t u l b e r g  (1968) r e p o r t  t h a t  the  

a m i n o a c y l a t i o n  r e a c t i o n  w i t h  m e t h y l - d e f i c i e n t  tR N A  i s  d e p r e s s e d  

w h e n  c o m p a r e d  to n o r m a l ,  the  d e g r e e  of  d e p r e s s i o n  d e p e n d i n g  on  

th e  d e g r e e  to w h i c h  m é t h y l a t i o n  is  a b s e n t .  H o w e v e r ,  the  

u n d e r - m e t h y l a t e d  c o n d i t i o n  of th e  tR N A  m o  e i t  y  d o e s  l e a d  to  th e  

a l t e r a t i o n  of th e  c o d in g  r e s p o n s e s  of tR N A ^ ^ ^ '  ( C a p r a  & P e t e r k o f s k y ,  

1966;  C a p r a  & P e t e r k o f s k y ,  1968) a n d  tRNA?^^^' ( R e v e l  &

L i t t a u e r ,  1966) .

P h e n y l a l a n y l - t R N A  ( u n d e r - m e t h y l a t e d )  i s  c a p a b l e  of  r e c o g n i s i n g  

c o d o n s  o t h e r  t h a n  t h o s e  n o r m a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  p h e n y l a l a n i n e  

(UUU, UUC).  T h e  m i s c o d i n g  o c c u r s  e v e n  u n d e r  o p t i m a l
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t r a n s l a t i o n  c o n d i t i o n s ,  T h e  l e u c i n e  s y s t e m  p r o v i d e s  no 

e v i d e n c e  t h a t  m i s c o d i n g  t a k e s  p l a c e  w i t h  m e t h y l  d e f i c i e n t  

t R N A s .  In t h i s  s y s t e m ,  e v i d e n c e  o b t a i n e d  u s i n g  p o ly  UG a n d  

p o l y  UC b in d in g  a s  c r i t e r i a  i n d i c a t e s  t h a t  m e t h y l a t e d  s p e c i e s  a n d  

t h e i r  s u b m e t h y l a t e d  c o u n t e r p a r t s  r e s p o n d  to  d i f f e r e n t  l e u c i n e  

c o d e w o r d s  e . g . ,  a  c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  d i s t i n c t  s p e c i e s  of 

l e u c y l - t R N A  w h i c h  a p p e a r s  a f t e r  m e t h i o n i n e  d e p r i v a t i o n  e x h i b i t s  

p o l y  UC b i n d in g  i n s t e a d  of  b i n d in g  b o th  p o l y  UC a n d  p o l y  UG.

A f t e r  in  v i t r o  m é t h y l a t i o n ,  the  c h r o m a t o g r a p h i c  a n d  

t r a n s l a t i o n  p r o p e r t i e s  of t h e  R N A s ,  w i t h  o n e  excep t ion_^ re t u r n  

to n o r m a l  ( S h u g a r t ,  C h a s t a i n ,  N o v e l l i  & S t u l b e r g ,  1968; C a p r a  & 

P e t e r k o f s k y ,  1968). T h i s  e x c e p t i o n  i n v o l v e s  a  s p e c i e s  of 

l e u c y l - t R N A  w h i c h  c a n n o t  be  c o n v e r t e d  to n o r m a l  b y J n  v i t r o  

m é t h y l a t i o n  o r  e l s e  a c c e p t s  th e  m e t h y l  g r o u p s  b u t  s t i l l  r e t a i n s  

th e  o ld  c o n f i g u r a t i o n .

So fai'^ i t  h a s  n o t  p r o v e d  p o s s i b l e  to e l u c i d a t e  th e  f u n c t i o n  of 

m e t h y l a t e d  b a s e s  in  tR N A  s t r u c t u r e ^ a l t h o u g h  a  s p e c i f i c  s t r e t c h  of 

n u c l e o t i d e s  ( T ] ^ p C p G p )  i s  t h o u g h t  to  b e  i n v o l v e d  in  a t t a c h m e n t  of 

th e  tR N A  to th e  r i b o s o m e s  ( S a r k a r  & C o m b ,  1966). C e r t a i n l y ,  the  

m o r e  c o m p l e x  m o d i f i e d  b a s e  2 - m e t h y l t h i o ,  6N (y, Y d i m e t h y l a l l y l )  

a d e n y l i c  a c i d  i s  i n v o l v e d  in  r i b o s o m a l  b i n d in g  ( G e f t e r  & R u s s e l l ,  1969
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R i b o s o m e s

L i t t l e  i s  k n o w n  c o n c e r n i n g  e i t h e r  th e  d e t a i l e d  s t r u c t u r e  of the  

r i b o s o m e s  o r  e x a c t l y  h o w  t h e y  f u n c t i o n .  T h e  p a r t i c l e s  a r e  c o m p l e x  

o n e s  c o n t a i n i n g  R N A  a n d  p r o t e i n  an d  h a v e  d i a m e t e r s  o f  140%. - 180%. 

T h e y  a r e  c o m p o s e d  of tw o  u n e q u a l  s u b u n i t s  - s e e  F i g .  1, E a c h  

s u b u n i t  c o n t a i n s  a  v a r i e t y  of  p r o t e i n  c o m p o n e n t s  a n d  a t  l e a s t  one  

m a j o r  c h a r a c t e r i s t i c  R N A  m o l e c u l e .  A  f u r t h e r  s t r u c t u r a l  R N A , 

t e r m e d  5 s ,  i s  a l s o  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l a r g e r  s u b u n i t .  T h e  

r i b o s o m e s  a s  h a s  a l r e a d y  b e e n  s h o w n  p l a y  a  v i t a l  p a r t  in  p r o t e i n  

s y n t h e s i s ,  a c t i n g  a s  th e  a t t a c h m e n t  s i t e  f o r  t h e  v a r i o u s  c o m p o n e n t s  

i n v o l v e d .  N o r m a l l y ,  m o r e  t h a n  on e  r i b o s o m e  i s  a t t a c h e d  to a m R N A  

a t  a n y  o n e  t i m e .  T h e s e  g r o u p i n g s  a r e  t e r m e d  p o l y s o m e s .

5s R N A

A  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  s p e c i e s  of  R N A ,  d i s t i n c t  f r o m  tR N A  

( R o s s e t  & M o n i e r ,  1963; G a l i b e r t ,  L a r s e n ,  L e  lo n g  & B o i r o n ,  1965) 

h a s  b e e n  d e s c r i b e d  in  m o s t  c e l l  t y p e s .  T h i s  R N A  i s  t e r m e d  5s R N A .  

T h e  m o l e c u l e  i s  120 n u c l e o t i d e s  lo n g ,  c o n t a i n s  no u n u s u a l  b a s e s  

( B r o w n l e e ,  S a n g e r  & B a r r e l l ,  1967; F o r g e t  & W e i s s m a n ,  1967b) 

a n d  d o e s  n o t  a c c e p t  a m i n o  a c i d s  ( R o s s e t t ,  M o n i e r  & J u l i e n ,  1964; 

G a l i b e r t ,  L a r s e n ,  L e  lo n g  & B o i r o n ,  1966) .  C o m p a r i s o n s  of 

p r i m a r y  s e q u e n c e s  o r  of  f i n g e r p r i n t  m a p s  of  5s  R N A  f r o m  d i f f e r e n t  

c e l l  t y p e s  sh o w  t h a t  th e  s e q u e n c e  of  e a c h  s p e c i e s  of  5s R N A ,  

th o u g h  m o s t l y  c o r r e s p o n d i n g ,  d o e s  c o n t a i n  c h a r a c t e r i s t i c  s e q u e n c e s .  

C o n f i g u r a t i o n s  o f  t h e  m o l e c u l e s ,  b a s e d  o n  t h e  r e p o r t e d  

s e q u e n c e s ,  m e l t i n g  p r o f i l e s  e t c .  , sh o w  a  d e g r e e  of
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o f  s i m i l a r i t y  w i t h  tR N A .  T h e y  a r e  c o m p o s e d  of  lo ng  r e g i o n s  

of  b a s e  p a i r i n g  (6 0 -7 0 %  of  b a s e s  in  E .  c o l i ) a n d  s i n g l e  s t r a n d e d  

n u c l e o t i d e  l o o p s  ( R a a c k e ,  1968;  B o e d t k e r  h  K e l l i n g ,  1967;

C a n t o r ,  1968).  In b o t h  c a s e s ,  (5s  a n d  tR N A )  th e  s t r u c t u r e s  

a r e  M g ^ ^  s t a b i l i s e d  ( C o m b  & Z e h a v i - W i l l n e r , 1967) .  It  h a s  

b e e n  s u g g e s t e d  ( S a r k a r  & C o m b ,  1969) t h a t  the  c o n f i g u r a t i o n  of 

5s  R N A  d e t e r m i n e d  in  v i t r o  d o e s  n o t  c o r r e s p o n d  to  th e  in  v ivo  

f u n c t i o n a l  f o r m .

T h e  l a r g e s t  p o r t i o n  (98%) of  5s R N A  m o l e c u l e s  in  u n i n f e c t e d  

c e l l  s y s t e m s  i s  fo u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r i b o s o m a l  f r a c t i o n .

T h i s  s p e c i e s  of  R N A  a p p e a r s  to b e  a s t a b l e ,  f u n d a m e n t a l  c o m p o n e n t  

of  t h e  r i b o s o m e s  ( W a t s o n  & R a l p h ,  1967; K a e m p f e r  & A J e s e l s o n ,  

1968 ; S a r k a r  & C o m b ,  1969) a n d  to be  d i s t i n c t  f r o m  l a r g e r  

r i b o s o m a l  R N A s .  O ne  5s R N A  m o l e c u l e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  on e  

50s  s u b u n i t  a n d  th e  30s  s u b u n i t  c o n t a i n s  no 5s R N A  ( S id d iq u i  & 

H o s o k a w a ,  1968;  M o r r e l l  a n d  M a r m u r , 1968) .  T h e  e x a c t  

l o c a t i o n  of  5s R N A  w i t h i n  t h e  50s  s u b u n i t  i s  n o t ,  h o w e v e r^  k n o w n .

S e v e r a l  t h e o r i e s  f o r  5s  R N A  f u n c t i o n  h a v e  b e e n  p o s t u l a t e d .  

T h e s e  s u g g e s t  t h a t  p e r h a p s  5s R N A  m a y  a c t  to  p r e v e n t  p e p t i d e  

l i n k a g e s  b e t w e e n  a d j a c e n t  p r o t e i n s  ( B r e n n e r ,  S t r e t t o n  & K a p l a n ,

1965) ,  t h a t  i t  m a y  b in d  n a s c e n t  p o l y p e p t i d e s  to th e  50s  s u b u n i t  

( K u r i k i  & K a j i ,  1966) o r  t h a t  i t  m a y  f u n c t i o n  in  r i b o s o m a l  a s s e m b l y .
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T h e  o r i g i n  o f  5s R N A  h a s  n o t  y e t  b e e n  u n e q u i v o c a l l y  

d e t e r m i n e d .  B a s e d  on  h y b r i d i s a t i o n  r e s u l t s  i n  B.  s u b t i l i s ait 

a p p e a r s  t h a t  5s  R N A  i s  s y n t h e s i s e d  a s  a  d i s t i n c t  s p e c i e s  of 

r i b o s o m a l  R N A  s i n c e  i t  m a p s  s e p a r a t e l y  f r o m ,  b u t  in  th e  s a m e  

g e n e t i c  r e g i o n  a s ,  o t h e r  r i b o s o m a l  R N A s  a n d  t R N A  ( S m i th ,

Du bn  a u ,  A J o r r e l l  & M a r m u r ,  1968). F u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  5s 

R N A  f o r m i n g  a s e p a r a t e  c o n s t i t u e n t  r i b o s o m a l  R N A  i s  o b t a i n e d  

b y  k i n e t i c  s t u d i e s  ( G a l i b e r t ,  Be  Dong,  L a r s e n  & B o i r o n ,  1967). 

H o w e v e r ,  i t  i s  n o t  c l e a r  f r o m  t h e s e  s t u d i e s  w h e t h e r  5s  R N A  is  

f o r m e d  a s  a  b y e - p r o d u c t  d u r i n g  m a t u r a t i o n  of  r i b o s o m a l  2 3s R N A  

( H e c h t ,  B l e y m a n  & W o e s e ,  1968).  In t h i s  r e s p e c t , i t  s h o u l d  be  

n o t e d  t h a t ,  a l t h o u g h  2 3 s  R N A  i s  m e t h y l a t e d ,  p r e c u r s o r  s p e c i e s  

a r e  n o t .

R e c e n t l y , o t h e r  r i b o s o m e  a s s o c i a t e d  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  

R N A s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  ( P a r i s h ,  K i r b y  & K l u c i s ,  1966; G a r d n e r  

& H o a g l a n d ,  1968; W a t s o n  & R a l p h ,  1966). T h e  R N A  s p e c i e s  

r e p o r t e d  b y  P e n e ,  K n i g h t  & D a r n e l l  (1968) a n d  t e r m e d  7s  R N A  

i s  t h o u g h t  to b e  f o r m e d  f r o m  32 s  r i b o s o m a l  p r e c u r s o r  R N A ,  to  

r e m a i n  h y d r o g e n  b o n d e d  to 2 8 s  R N A  a n d  to  h a v e  a  r o l e  in  

m a i n t a i n i n g  t h e  c o n f i g u r a t i o n  of  t h e  2 8 s  R N A .

E v i d e n c e  o f  m o d i f i c a t i o n  in  th e  in  v iv o  tR N A  p o p u l a t i o n  h a s
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b e e n  r e p o r t e d  in  c e l l s  u n d e r g o i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  o r  a 

s i m i l a r  p r o c e s s  a n d  a l s o  in  c e r t a i n  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .

F i r s t l y ,  I p r o p o s e  to d i s c u s s  th e  n o n - v i r a l  c h a n g e s .  T h e s e

c a n  b e  d i v i d e d  in to  two m a i n  c l a s s e s  - t h o s e  in  b a c t e r i a l  s y s t e m s  

a n d  t h o s e  in  h i g h e r  o r g a n i s m s .

R E G U L A T I O N  A N D  D I F F E R E N T I A T I O N

B a c t e r i a l  S y s t e m s

In b a c t e r i a l  s y s t e m s  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  a  f e w  tR N A  

s p e c i e s  o r  p e r h a p s , m o r e  c o r r e c t l y ,  a m i n o a c y l - t R N A s  a r e  

i n v o l v e d  i n  r e g u l a t o r y  f u n c t i o n s .

E v i d e n c e  e x i s t s  t h a t  t h e  l e v e l  of  l i i s t i d i n y l - t R N A  p r e s e n t  

in  Sa l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  p e r f o r m s  a  r e g u l a t o r y  f u n c t i o n .  In 

m u t a n t s  w h i c h  a r e  d e f i c i e n t  in  l o a d a b l e  tR N A  ' m o l e c u l e s  o r  

p o s s e s s  a b e r r a n t  h i s t i d i n y l  t r a n s f e r a s e s ^ t h e  g r o w t h  r a t e  of  th e  

o r g a n i s m  a n d  t h e  l e v e l  of  r e p r e s s i o n  of th e  o p e r o n  f o r  t h e  

a p p r o p r i a t e  b io  s y n t h e t i c  e n z y m e s  a r e  l i m i t e d  b y  t h e  s u p p l y  of 

h i s t i d i n y l - t R N A  ( S i l b e r t ,  F i n k  & A m e s ,  1966;  R o t h  & Axmes, 1966) 

In  E .  c o l i , a l t e r a t i o n s  in  t h e  i n t r a c e l l u l a r  c o n c e n t r a t i o n s  of 

i s o l e u c y l  a n d  p h e n y a l a n y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s  ( an d  t h e r e f o r e  

p e r h a p s  of  t h e  c o r r e s p o n d i n g  a m i n o a c y l - t R N A s )  a r e  o b s e r v e d  to
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p a r a l l e l  c h a n g e s  in  the  c o m p o s i t i o n  of th e  g r o w t h  m e d i u m  

( N a s s  & N e i d h a r d t ,  1967).

F o r  e x a m p l e ,  r e m o v a l  of p h e n y l a l a n i n e  f r o m  th e  m e d i u m  

c a u s e s  a  d i m i n u t i o n  in  th e  g r o w t h  r a t e , a  d e r e p r e s s i o n  of  the  

a p p r o p r i a t e  b io  s y n t h e t i c  e n z y m e s  and  a n  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  of  o n ly  

th e  p h e n y l a l a n y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  ( tw ic e  n o r m a l ) .  E l e v a t e d  

l e v e l s  o f  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  a r e  s t i l l  d e t e c t e d  a f t e r  10 h o u r s  in 

m i n i m a l  m e d i u m ,  a l t h o u g h  t h e  g r o w t h  r a t e  i s^ b y  t h e n ,  i n c r e a s i n g  

a g a i n  d u e  to t h e  a d a p t a t i o n  of th e  o r g a n i s m  to i t s  a l t e r e d  e n v i r o n m e n t .  

E x t e r n a l  p r o v i s i o n  of  p h e n y l a l a n i n e  l e a d s  to a l m o s t  c o m p l e t e  

s u p p r e s s i o n  of  th e  p h e n y l a l a n y l - t R N A  t r a n s f e r a s e .  In  g e n e r a l ,  

t h e r e f o r e ,  t h e s e  p a r t i c u l a r  t r a n s f e r a s e s  a r e  n o t  f u l l y  i n d u c e d  

w h e n  t h e  a m i n o  a c i d  in  q u e s t i o n  i s  p r e s e n t  b u t  a r e  a c t i v e  d u r i n g  

d e r e p r e s s i o n  of  t h e  c o r r e s p o n d i n g  b i o s y n t h e t i c  e n z y m e s .

T h e  r e l a t i v e  a b u n d a n c e  of c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  s e p a r a b l e  

p h e n y l a l a n y l - t R N A  s p e c i e s  a n d  i s o l e u c y l - t R N A  s p e c i e s  a r e  a l s o  

c o r r d a t a b l e  w i t h  th e  g r o w t h  c o n d i t i o n s  of  E_̂  c o l i  ( W e t t s t e i n ,  1966).

In  m i n i m a l ,  n o n - a e r a t e d  m e d i u m  a f o r m  of  p h e n y l a l a n y l - t R N A  (l) 

h a r d l y  d e t e c t a b l e  in  b a c t e r i a  m a i n t a i n e d  on  w e l l - a e r a t e d ,  e n r i c h e d  

m e d i u m ,  i s  o b s e r v e d .  A  s i m i l a r , a b n o r m a l  p h e n y l a l a n y l - t R N A  

h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  to a c c u m u l a t e  in  b a c t e r i a  m a i n t a i n e d  in  i r o n
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d e f i c i e n t  m e d i u m  ( W e t t s t e i n  & S te n t ,  1968). T h e  p r o p o r t i o n  

a n d  p h y s i c a l  s t a t e  of  a n  i s o l e u c y l - t R N A  (i ll)  i s  a l s o  d i f f e r e n t  in  

e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g ,  c o am p ared  to l e u c i n e  s t a r v e d ,  _lf. c o l i  

c u l t u r e s  ( Y e g ia n  & S te n t ,  1 9 6 9a) and i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  

th e  d i f f e r e n c e s  o b s e r v e d  m a y  be  c o r r d a t a b l e  w i t h  th e  o x i d a t i o n -  

r e d u c t i o n  s t a t e  of th e  t R N A s  t h e m s e l v e s .

B. s u b t i l i s ,  w h e n  in  f a v o u r a b l e  m e d i u m ,  p a s s e s  t h r o u g h  a 

p e r i o d  of e x p o n e n t i a l  g r o w t h ,  a  p e r i o d  of s p o r u l a t i o n  a n d  a 

s t a t i o n a r y  p h a s e  a n d  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  th e  c o m p o s i t i o n s  of 

th e  tRNA^y®' ( L a z z a r i n i ,  1966) a n d  th e  tR N A ^ ^ ^ '  p o p u l a t i o n s  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  c y c l e  ( H e y m a n ,  S e r o r ,  D e s s e a u x  & L e  g au I t -  

D e m a r e ,  1967). B^ s u b t i l i s  c o n t a i n s  2 s p e c i e s  of tR N A ^ ^ ^ '  

w h i c h  a r e  c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  d i s t i n c t  - I a n d  II. D u r i n g  the  

p h a s e  of  e x p o n e n t i a l  g r o w t h ,  th e  r a t i o  b e t w e e n  v a l y l - t R N A  I a n d  

v a l y l - t R N A  II o n  M A K  i s  1. 4^w h i le  in  s p o r u l a t i n g  c e l l s  th e  r a t i o  

i s  0 . 6  (Doi  & K a n e k o ,  1966) .  E x p l a n a t i o n s  s u c h  a s  a g g r e g a t i o n ,  

p a r t i a l  d e g r a d a t i o n  a n d  c h a n g e s  in  m o l e c u l a r  c o n f i g u r a t i o n  h a v e  

b e e n  e l i m i n a t e d .  T h e  a l t e r a t i o n  i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  

a t t r i b u t a b l e  to a n  i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n  of  v a l y l - t R N A  I r a t h e r  

t h a n  to a d e c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n  of v a l y l - t R N A  II. M o r e  d e t a i l e d  

i n v e s t i g a t i o n  h a s  r e v e a l e d  t h a t  the  c h a n g e  o c c u r s  e i t h e r  a t  th e  e n d
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o f  lo g  p h a s e  o r  a t  the  b e g i n n i n g  of s p o r u l a t i o n  a n d  t h a t  th e  

v a l u e  m a y  h a v e  r e t u r n e d  to n o r m a l  l a t e  in  t h e  s p o r u l a t i o n  p e r i o d .

T h e  a l t e r a t i o n  in  th e  tR N A  p o p u l a t i o n  h a s  n o t  b e e n  d i r e c t l y  

c o r r e l a t e d  w i t h  s p o r u l a t i o n  s i n c e  a  m u t a n t  of  s u b t i l i s  w h i c h  

c a n n o t  s p o r u l a t e  h a s  a n  a l m o s t  n o r m a l  w i l d  ty p e  %3attern (Doi,

K a n e k o  & I g a r a s h i ,  1968), I t  i s ,  t h e r e f o r e  s i m p l e s t  to p o s t u l a t e  

t h a t  th e  n e w  d i s t r i b u t i o n  of v a l y l - t R N A s  i s  d u e  to  c h a n g e s  in  th e  

c o m p o n e n t s  of  t h e  g r o w t h  m e d i u m  i n d u c e d  by  s p o r u l a t i o n  a s  

d i s t i n c t  f r o m  s p o r u l a t i o n  i t s e l f .  T h i s  e x p l a n a t i o n  i s  r e n d e r e d  

m o r e  p l a u s i b l e  b y  t h e  r e p o r t  t h a t  th e  c h r o m a t o g r a p h i c  

d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n  of s e r y l - t R N A s  i s  m e d i u m  d e p e n d e n t  

(Doi ,  K a n e k o  & G o e h l e r ,  1966). I t  d o e s  n o t ,  h o w e v e r ,  a p p e a r  

to  b e  th e  c o m p l e t e  a n s w e r  to t h e  s i t u a t i o n  f o r  v a l y l - t R N A s  

s i n c e  a n  a l t e r a t i o n  of  s i m i l a r  m a g n i t u d e  i s  n o t  o b s e r v e d  fo l lo w in g  

s t e p - u p  o r  s t e p - d o w n  c u l t u r e  (Doi,  K a n e k o  & I g a r a s h i ,  1968),

T h e  p a t t e r n  of  tR N A ^ ^ ^ '  i s  a l s o  f o u n d  to  b e  a l t e r e d  a t  v a r i o u s  

s t a g e s  in  t h e  g r o w t h  c y c l e  ( L a z z a r i n i ,  1966) ,  In  p a r t i c u l a r ,  tR N A  

i s o l a t e d  f r o m  ^  s u b t i l i s  l a t e  in  th e  s p o r u l a t i o n  c y c l e ,  i .  e. w h e n  

c e l l  w a l l s  a r e  f o r m i n g ,  c o n t a i n s  a  p e a k  of l y s y l - t R N A ,  n o t  

o b s e r v e d  o n  M A K  in  p r e p a r a t i o n s  f r o m  lo g  p h a s e  c e l l s .  T h e  

a p p e a r a n c e  of t h e  n e w  l y s y l - t R N A  m a y  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e d
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r e c e p t o r  a c t i v i t y  f o r  l y s i n e .  A  s u b s e q u e n t  r e p o r t ,  h o w e v e r ,  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  a l t e r a t i o n  i s  m e d i u m  d e p e n d e n t  a n d  n o t  du e  to 

s p o r u l a t i o n  p e r  s e  ( L a z z a r i n i  & S a n t a n g e l s ,  1967),

To e x p l a i n  t h e  v a r i a t i o n  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  in  t h e  s u b t i l i s  

g r o w t h  c y c l e  o r  t h e  m e d i u m  d e p e n d e n c e  o f  t h e  t R N A  p o p u l a t i o n s ^  

i t  c a n  be  p o s t u l a t e d  t h a t  (a) d i f f e r e n t i a l  t r a n s c r i p t i o n  o c c u r s  o r  

(b) t h e  e f f i c i e n c y  of a m i n o a c y l a t i o n  c h a n g e s ^ d u e  to  a l t e r a t i o n s  

e i t h e r  of  t h e  tR N A  s t r u c t u r e  o r  o f  th e  a c t i v i t y  o r  s p e c i f i c i t y  of 

t h e  a m i n o a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s .  T h e  f u n c t i o n  o f  t h e  a l t e r a t i o n  

i n  t R N A  b a l a n c e  h a s  n o t  b e e n  e l u c i d a t e d  a l t h o u g h ^ i t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  t h a t ^ s i n c e  t h e  N - t e r m i n a l  a m i n o  a c i d  of  t h e  m a i n  

B. s u b t i l i s  p r o t e i n  i s  s e r i n e ,  th e  e x t r a  s e r y l - t R N A  p e a k  m a y  be  

of  a  s p e c i a l  t y p e  r e q u i r e d  f o r  a  r a p i d  r a t e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ^

(Doi,  K a n e k o  & G o e h l e r ,  1966) .  A l t e r n a t i v e l y ,  if  t h e  m u l t i p l e  

a m i n o a c y l - t R N A  p e a k s  a r e  s p e c i f i c a l l y  r e l a t e d  to  t h e  d e g e n e r a c y  

o f  t h e  c o d e ,  i t  m a y  be  t h a t  t h e  o b s e r v e d  a l t e r a t i o n s  m i r r o r  

d i f f e r e n c e s  in  t h e  f r e q u e n c y  of  c o d o n s  u n d e r  t r a n s l a t i o n .

H i g h e r  O r g a n i s m s

I s o - a c c e p t i n g  a m i n o a c y l - t R N A s  o c c u r  w i t h  g r e a t e r  f r e q u e n c y  in  

c e l l s  o f  h i g h e r  o r g a n i s m s .  T h i s  m a y ,  in  f a c t  b e  a t t r i b u t a b l e  to 

c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t a t i o n  ( B u c k  & N a s s ,  1968;  B a r n e t t  & B r o w n ,
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196 7) bu t  m a y  a l s o  p r o v i d e  a c l u e  to c e l l u l a r  r e g u l a t i o n  a n d  

d i f f è r e  n t i a t  i o n .

In  m a m m a l i a n  s y s t e m s ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t ,  in  m o s t  

c a s e s ,  t h e r e  i s  no q u a l i t a t i v e  a l t e r a t i o n  in  th e  c h r o m . a t o g r a p h i c  

d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n s  of  t h e  m a j o r i t y  of a m i n o a c y l - t R N A s ,  

e i t h e r  a t  t i s s u e  l e v e l  o r  b e t w e e n  d i f f e r e n t  s p e c i e s .  T h e r e  a r e ,  

h o w e v e r ,  r e p o r t s  of s e v e r a l  i m p o r t a n t  e x c e p t i o n s .  In p a r t i c u l a r ,

(1) A  fo rm ,  of  h i s t i d i n y l - t R N A  n o t  o b s e r v e d  in  o t h e r  

c a l f  t i s s u e s  i s  p r e s e n t  in  t R N A s  d e r i v e d  f r o m  l i v e r  

( W e v e r s ,  B a g u l e y  & R a l p h ,  1966).

(2) In  m o u s e  p l a s m a  t u m o u r  c e l l s  p r o d u c i n g  d i f f e r e n t  y 

g l o b u l i n s ^ t h e  b a l a n c e  b e t w e e n  d i f f e r e n t  f o r m s  of  s e r y l - t R N A ,  

a s  r e s o l v e d  by  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y ,  i s  a l t e r e d  

(Y a n g  & N o v e l l i ,  1968). In  c e l l s  p r o d u c i n g  IgG  m o l e c u l e s ,  

27% of  t h e  t o t a l  s e r y l - t R N A  i s  p r e s e n t  in  a  f o r m  ( ty p e  J) 

w h i c h  i s  n o t  d e t e c t a b l e  in  c e l l s  o f  th e  ’Ig A  t y p e ' .  30%

of  t h e  s e r y l - t R N A  in  IgA  p r o d u c i n g  c e l l s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  

e x i s t s  in  a n o t h e r  f o r m  (t^q^e IV). T y p e  IV  i s  n o t  d e t e c t e d  

i n  t R N A  f r o m  ' Ig G  t y p e '  c e l l s .

(3) T h e  t y r o s y l - t R N A  of  f i b r o b l a s t i c  c e l l s  ( e x c e p t  l i u m a n  

d e r i v e d  o n e s )  d i f f e r s  in  ATAK e l u t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  f r o m
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t h a t  o f  e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  m a y  r e p r e s e n t  a m o r e  p r i m i t i v e  

ty p e  of t R N A  (H o l l a n d ,  T a y l o r  & B u c k ,  1967) .

(4) S eve i^a l  a m i n o a c y l - t R N A s  d e r i v e d  f r o m  t u m o u r  c e l l s  

d i f f e r  f r o m  t h o s e  o b s e r v e d  in  th e  c o r r e s p o n d i n g  n o r m a l  

c e l l s .  F o r  i n s t a n c e ,  t y r o  s y l - t R N A  f r o m  s e v e r a l  t u m o u r  

t y p e s  s h o w s  a l t e r e d  M A K  e l u t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s ,  a s  

s u m m a r i s e d  in  T a b l e  2. S p e c i e s  of  g l y c y l  a n d  s e r y l - t R N A s , 

u n d e t e c t e d  i n  n o r m a l  m o u s e  c e l l s ,  a r e  o b s e r v e d  in  t R N A  

d e r i v e d  f r o m  E h r l i c h  A s c i t e s  o r  M o u s e  S a r c o m a  c e l l s  

( T a y l o r  e j ^ ^  1967) .  A l s o ,  a  s p e c i e s  of l y s y l - t R N A  

n o r m a l  to r a t  l i v e r  c e l l s  i s  n o t  p r o d u c e d  in  p a r a l l e l  

p r e p a r a t i o n s  f r o m  l i v e r s  of r a t s  e x p o s e d  to t h e  c a r c i n o g e n  

e t h i o n i n e .  It  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h i s  d e p r e s s i o n  i s  n o t  a  

c h a r a c t e r i s t i c  of  t h e  n e o p l a s m s  e v e n t u a l l y  i n d u c e d  (A x e l ,  

W e i n s t e i n  & F a r b e r ,  1967).

It  i s  a l s o  k n o w n ,  t h a t  t h e  c o n t e n t  o f  m e t h y l a t e d  b a s e s  in  

t R N A  f r o m  t u m o r i g e n i c  s o u r c e s  d i f f e r s  f r o m  t h a t  o f  n o r m a l  c e l l s .  

E x t e n s i v e  m é t h y l a t i o n  of  t h e  b a s e s  of t R N A  h a s  b e e n  o b s e r v e d  in  

a d e n o c a r c i n o m a s  (K a y e ,  F r i d l e n d e r  & S a l o m o n ,  1966) ,  m a m m a r y  

t u m o u r s  ( B e r g q u i s t  & M a t t h e w s ,  1962) ,  h u m a n  t u m o u r s  a n d  

l e u k a e m i c  l e u c o c y t e s  ( T s u t s u i ,  8 r  in i  v a s  a n  & B o r e k ,  1966) .



T a b l e  2.

C e l l  L in e T y r o s y l - tR N A .  t y p e

He L a  C e l l s E q u a l l y  e p i t h e l i a l  a n d  
f i b r o b l a s t i c

E h r l i c h  A s c i t e s  C e l l s E q u a l l y  e p i t h e l i a l  an d  
f i b r o b l a s t i c

A d e n o  7 t r a n s f o r m e d  
H a m s t e r  C e l l s

E q u a l l y  e p i t h e l i a l  a n d  
f i b r o b l a s t i c

SV40 t r a n s f o r m e d  H a m s t e r  
C e l l s

F i b r o b l a s t i c  p r e d o m i n a t e

H u m a n  L y m p h a t i c  L u n g  C e l l s E p i t h e l i a l  p r e d o m i n a t e

R o u s  t r a n s f o r m e d  H a m s t e r  
C e l l s F i b r o b l a s t i c  p r e d o m i n a t e

C o m p a r i s o n  of  t h e  C o m p o s i t i o n  of t h e  T y r o s y l - t R N A  

P o p u l a t i o n  f r o m  D i f f e r e n t  T n m o r i ^ e n i c  S o u r c e s .

T y r o s i n e - t R N A  w a s  e x t r a c t e d ,  an d  a n a l y s e d  a s  d e s c r i b e d  

b y  T a y l o r ,  B u c k ,  G r a n g e r  & H o l l a n d  (1968)  a n d  i s  c l a s s i f i e d  

a s  e p i t h e l i a l  o r  f i b r o b l a s t i c  by  i t s  e l u t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  on  

M A K  c o l u m n s .
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In m o u s e  t u m o u r s  ( H a n c o c k ,  196 7)^ t h e r e  i s , o n  a v e r a g e ,  a 

2 - 1 0  f o ld  e l e v a t i o n  o v e r  n o r m a l  in  th e  l e v e l  a n d  r a t e  of 

m é t h y l a t i o n ,  w h i l e  in  th e  N o v ik o f f  h e p a t o m a  t h e  n o r m a l  

b a l a n c e  a m o n g  i n d i v i d u a l  m e  th y  l a  s e s  i s  u p s e t  ( T s u t s u i ,

S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  1966) .  A l t e r a t i o n s  in  t h e  m e  th y  la  se  

s p e c i f i c i t y  b a l a n c e  h a v e  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  f o l lo w in g  e th i o n i n e  

o r  SV40 v i r u s  (but  n o t  p o l y o m a  v i r u s )  i n d u c e d  n e o p l a s t i c  

t r a n s f o r m a t i o n  ( H a n c o c k ,  1968;  M i t t e l m a n ,  H a l l ,  Y o hn  &

G r a c e ,  1967) .  T h e  t u m o u r  e n z y m e s  a d d  f u r t h e r  m e t h y l  g r o u p s  

to n o r  mail  tR N A ,  f u l ly  m e t h y l a t e d  by  h o m o l o g o u s  e n z y m e s ,  

a n d ,  in  g e n e r a l ,  i n t r o d u c e  u n u s u a l  m e t h y l a t e d  b a s e s .  T h e  

s t r u c t u r e s  of  t h e s e  b a s e s  a r e ^ i n  c e r t a i n  c a s e s , a s  y e t  u n d e t e r m i n e d ,  

S t i m u l a t i o n  o f  m é t h y l a t i o n  s i m i l a r  to  t h a t  o b s e r v e d  in  t u m o u r  

c e l l s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  in  p r e p a r a t i o n s  f r o m  f o e t a l  s o u r c e s  

( K a y e  & L e b o y ,  1968) b u t  i s  n o t  m a n i f e s t e d  in  r e g e n e r a t i n g  r a t  

l i v e r  ( R o d e h ,  F e l d m a n  & L i t t a u e r ,  1967).

A l t e r a t i o n s  in  t R N A  p o p u l a t i o n s  a n d  t R N A  m o d i f y i n g  e n z y m e s  

h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  in  p l a n t  a n d  i n v e r t e b r a t e  s y s t e m s  

u n d e r g o i n g  d i f f e r e n t i a t i o n .

( l )  In w h e a t  s e e d l i n g s ,  s p e c i e s  of  s e r y l - t R N A ,  p r o l y l - t R N A  

a n d  l y s y l - t R N A ,  n o t  p r e s e n t  in  t h e  e m b r y o n i c  t R N A
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p o p u l a t i o n s ,  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  (V o id  & S y p h e r d ,  1968).

(2) E a r l y  in  e m b r y o g e n e  s i s  of  th e  s e a  u r c h i n ,  a  ly  s y l - t R N A ,  

l o c a t e d  o n l y  in  th e  c y t o p l a s m  of u n f e r t i l i s e d  e g g s ,  a p p e a r s

to m i g r a t e  in to  a n d  r e m a i n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p a r t i c u l a t e  

f r a c t i o n  of t h e  c e l l ,  S e r y l - t R N A  a l s o  a p p e a r s  to sh o w  a 

s p e c i f i c  c h a n g e  (Y a n g  & C o m b ,  1968).

(3) In  t h e  s p e c i e s  T e n e b r i o  m o l i t o r ,  w h i c h  m e t a m o r p h o s e s  in  

7 d a y s  f r o m  l a r v a  to  b e e t l e ,  c y c l i c a l  c h a n g e s  o c c u r  b o t h  in  

t h e  l e v e l  of i n c o r p o r a t i o n  of  m e t h y l  g r o u p s  a n d  in  th e  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  m e t h y l a s e s  ( B a l i g a ,  S r i n i v a s a n  & 

B o r e k ,  1965) .  M e  thy  la  s e  ‘ c h a n g e s  a r e  a l s o  d e m o n s t r a b l e

in  t a d p o l e s  t r e a t e d  w i t h  t h y r o x i n e  ( B o r e k ,  1968).

A t  p r e s e n t ,  i t  i s  n o t  k n o w n  w h e t h e r  th e  a l t e r a t i o n s  o b s e r v e d  

in  t h e  t R N A  p o p u l a t i o n s  a r e  a t t r i b u t a b l e  to s e l e c t i v e  t r a n s c r i p t i o n  

of  t R N A ,  to  a n  a l t e r e d  c o m p l e m e n t  of a m i n o  a c y l  - tR N A  

t r a n s f e r a s e s  o r  to m o d i f i c a t i o n  of  e x i s t i n g  s p e c i e s  of  tR N A .

T h e  l a s t  m e n t i o n e d  p o s s i b i l i t y  - m o d i f i c a t i o n  - i s  v e r y  r e a l  in  

v i e w  o f  t h e  n e w  m é t h y l a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  d e s c r i b e d  in  t u m o u r  

c e l l s  a n d  in  s y s t e m s  u n d e r g o i n g  d i f f e r e n t i a t i o n .
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V IR U S I N F E C T I O N

A l t e r a t i o n s  of t h e  t R N A  p o p u l a t i o n  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  

f o l l o w in g  v i r a l  i n f e c t i o n  b o t h  w i t h  b a c t e r i a l  a n d  a n i m a l  v i r u s e s .  

T h e s e  c h a n g e s  a n d  o t h e r s  i n v o l v i n g  a l t e r a t i o n s  of  t R N A  r e l a t e d  

e n z y m e s ,  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A s  a n d  r i b o s o m e s  a f t e r  v i r u s  

i n f e c t i o n  a r e  n o w  p r e s e n t e d .  T h e  c a t e g o r i e s  a r e  a s  f o l lo w s

1. E f f e c t  o n  r i b o s o m a l  f u n c t i o n

2. E f f e c t  o n  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A s

3. E f f e c t  o n  s y s t e m  f o r  m e  th y  f a t i n g  t R N A s

4.  E f f e c t  o n  a m i n o  a c y l -  tR N A  t r a n s f e r a s e s

5. E f f e c t  o n  t R N A  p o p u l a t i o n s

1. E f f e c t  o n  R i b o s o m a l  F u n c t i o n

V i r u s  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  s h o w n  in  c e r t a i n  c a s e s  to  c a u s e  

a l t e r a t i o n s  in  f u n c t i o n a l  r i b o s o m e  u n i t s .  F o r  i n s t a n c e ,  t h e  

p r o c e s s  o f  i n f e c t i o n  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  h a s  b e e n  

c o r r e l a t e d  w i t h  p o l y s o m e  b r e a k d o w n  ( S y d i s k i s  & R o i z m a n ,  1967),  

w h i l e  i n t e r f e r o n  m e d i a t e d  t r a n s l a t i o n a l  c o n t r o l  h a s  b e e n  

a t t r i b u t e d  to  c o n f i g u r a t i o n a l  a l t e r a t i o n s  of  t h e  r i b o s o m e  ( M a r c u s  

& S a l b ,  1966) .
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2. E f f e c t  on  L o w  M o l e c u l a r  W e i g h t  R N A s

In  a t  l e a s t  two c a s e s ,  a d d i t i o n a l  s p e c i e s  of  lo w  m o l e c u l a r  

w e i g h t  R N A s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  fo l lo w in g  v i r u s  i n f e c t i o n .  T he

c o m p o n e n t s ^ r e p o r t e d  to be  s y n t h e s i s e d  n o v o ^in K B  c e l l s  

i n f e c t e d  f o r  1 0 - 1 4  h o u r s  w i t h  a d e n o  1 o r  a d e n o  2 v i r u s  a r e  

t e r m e d  VA R N A s .  ( R o s e ,  R e i c h  & W e i s s m a n ,  1965;  R e i c h ,  

F o r g e t ,  V 7 e i s s m a n  & R o s e ,  1966), In c o m jz ja r i s o n  to  t h e  5s 

l i k e  R N A  s p e c i e s  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  (p. 28 )_,VA R N A  i s  l o c a t e d  

in  t h e  c y t o p l a s m i c  a n d  n o t  th e  r i b o s o m a l  f r a c t i o n  o f  t h e  c e l l .  

A l t h o u g h  s i m i l a r  to c e l l u l a r  5s  in  r e s p e c t  to  m o l e c u l a r  v o l u m e ,  

a b s e n c e  of  m e t h y l a t e d  b a s e s  a n d  p s e u d o u r i d i n e ,  a n d  in  i t s  

i n a b i l i t y  to a c c e p t  a m i n o  a c i d s ,  i t  a p p e a r s  to  d i f f e r  in  i t s  r a t e  

o f  s y n t h e s i s  a n d  b a s e  s e q u e n c e  ( F o r g e t  & W e i s s m a n ,  1 967a) .  

N e i t h e r  t h e  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  of t h i s  R N A  s p e c i e s ,  w h i c h  i s  

p r e s e n t  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  10 t i m e s  t h a t  of n o r m a l  ' r i b o s o m a l '

5 s ,  n o r  t h e  i d e n t i t y  o f  th e  s p e c i f y i n g  D N A  ( v i r a l  o r  c e l l u l a r )  

h a v e ^ a s  y e t ^ b e e n  d e t e r m i n e d .

T h e  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  r e p o r t e d  in  T ^  i n f e c t e d  

E .  c o l i  ( B a g u l e y ,  B e r g q u i s t  & R a l p h ,  1967) i s  a t t a c h e d  to ,  o r  

a n  i n t e g r a l  p a r t  of, r i b o s o m e s .  I t s  b a s e  c o m p o s i t i o n  r e s e m b l e s  

T^ D N A  b u t  i t  i s  n o t  t h e  p r o d u c t  of  r a n d o m  d e g r a d a t i o n  of  h ig h
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m o l e c u l a r  w e i g h t  s p e c i f i e d  R N A . In t h i s  c a s e  a l s o ,  no 

f u n c t i o n  of  s u c h  a n  R N A  s p e c i e s  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d .

3. E f f e c t  on  tR N A  M e t h y l a t i n g  S y s t e m

(h) In i n f e c t e d  ^  c o l i  ( 6 -8  m i n u t e s  p o s t  i n f e c t i o n ) ,  

m é t h y l a t i o n  of  b o t h  D N A  a n d  R N A  i s  s e v e r e l y  i n h i b i t e d  

d u e  to  th e  p r e s e n c e  of  a n  e n z y m e  w h i c h  c a t a l y s e s  th e  

b r e a k d o w n  of  S a d e n o s y l  m e t h i o n i n e  - a  r e q u i r e d  i n t e r m e d i a t e  

in  m é t h y l a t i o n  r e a c t i o n s  ( G e f t e r ,  H a u s m a n n ,  G o ld  & H u r w i t z ,

1966) .  B a c t e r i a ,  i n f e c t e d  w i t h  o t h e r  T p h a g e s  o r  X, do n o t  

c o n t a i n  s u c h  a n  e n z y m e .  T h e  e n z y m e ,  d o e s  n o t  a p p e a r  to 

p l a y  a  m a j o r  p a r t  in  th e  T ^  l y t i c  c y c l e  s i n c e  T^  s a m " ,  a 

m u t a n t  o f  T^  i n c a p a b l e  of p r o d u c i n g  f u n c t i o n a l  e n z y m e  

m o l e c u l e s ,  i s  c a p a b l e  o f  n o r m a l  l y t i c  g r o w t h  ( H a u s m a n n ,

1967) .  No b i o l o g i c a l  f u n c t i o n  c a n  b e  p o s t u l a t e d .

M é t h y l a t i o n  a l s o  a p p e a r s  to  b e  a f f e c t e d  in  a  m o r e

d i r e c t  w a y  in  o t h e r  v i r a l  s y s t e m s .

(b) In  4 s  R N A  f r o m  T^  i n f e c t e d  E^ c o l i ,  t h e  s t r u c t u r e  of  

t h e  b a s e s  w h i c h  a r e  l a b e l l e d  w i t h  m e t h y l  g r o u p s  f r o m  

m e t h y l  m e t h i o n i n e  ( B o e z i ,  A r m s t r o n g  & D e  B a c k e r ,  1967) ,  

d i f f e r  f r o m  t h o s e  in  n on  - i n f e c t e d  c o n t r o l s .  In p a r t i c u l a r ,  

t h e  R N A s  a p p e a r  to  c o n t a i n  a  f a r  h i g h e r  p r o p o r t i o n  of
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r i b o s y l t h y m i n e .  T h e s e  b a s e s  m a y  be  c o r r e l a t a b l e  w i t h  th e  

u n i d e n t i f i e d  m e t h y l a t e d  b a s e s  r e p o r t e d  in  T ^  s p e c i f i e d  

s R N A  b y  D a n i e l ,  S a r i d  & L i t t a u e r  (1968) .

(c) By f a r  t h e  b e s t  d o c u m e n t e d  c a s e '  o f  l a r g e  s c a l e  v i r a l  

i n t e r f e r e n c e  w i t h  m é t h y l a t i o n  i s  t h a t  c o n c e r n i n g  i n d u c t i o n  in  

E .  c o l i c a r r y i n g  X b y  e i t h e r  h e a t  o r  U, V. i r r a d i a t i o n  

( W a in f a n ,  S r i n i v a s a n  St B o r e k ,  196 5).

W h e n  U, V. i s  u s e d  f o r  i n d u c t i o n  t h e r e  i s  a n  e a r l y  

d i m i n u t i o n  in  t h e  l e v e l  of  tR N A  m e  th y  l a  s e  a c t i v i t y  in  th e  

E .  c o l i  e x t r a c t s .  T h i s  r e d u c t i o n  i s  a  s e q u e l  o n l y  to 

i n d u c t i o n  of  l y s o g e n i c  o r g a n i s m s  a n d  i s  d u e  to  th e  p r o d u c t i o n  

of a  s t a b l e  d i a l i z a b l e  i n h i b i t o r  w h i c h  i s  n o t  a  d i r e c t  p r o d u c t  

o f  U, V. i r r a d i a t i o n ,  b u t  t h e  r e s u l t  o f  a  m e t a b o l i c  p r o c e s s  

( W a in f a n ,  S r i n i v a s a n  & B o r e k ,  1966).  T h e  m e  th y  l a  se  

a c t i v i t y  a f t e r  t h i s  i n i t i a l  d r o p  r i s e s  b a c k  to  a  l e v e l  s i m i l a r  

to t h e  i n i t i a l  v a l u e .  T h i s  a c t i v i t y  d i f f e r s  f r o m  th a t  in  t h e  

u n i n d u c e d  h o s t  c e l l  i n  t h a t  th e  e n z y m e s  w h i c h  m e t h y l a t e  

u r a c i l  a n d  a d e n i n e  h a v e  a c t i v i t i e s  r e d u c e d  w i t h  r e s p e c t  to 

t h a t  of g u a n i n e  m e t h y l a s e .  I t  i s  n o t  c l e a r ,  w h e t h e r  th e  

r e s t o r a t i o n  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  i s  a c h i e v e d  b y  th e  r e m o v a l  of 

t h e  e f f e c t  o f  t h e  i n h i b i t o r  o r  i s  t h e  r e s u l t  of  n e w  s y n t h e s i s  of
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e n z y m e s .

On i n d u c t i o n  by  h e a t  a s i m i l a r  p a t t e r n  i s  o b s e r v e d  

(W a in f a n ,  1968}, H o w e v e r ,  th e  r e p r e s s i o n  of  th e  

m e t h y l a s e  a c t i v i t y  of th e  u n i n d u c e d  h o s t  c e l l  h e r e  c a n  be  

s h o w n  to  c o n t i n u e  t h r o u g h o u t  th e  i n d u c t i o n  p e r i o d .  I t  i s  

n o t  d e p e n d e n t  on  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h e  s u b s e q u e n t  r i s e  

in  m e t h y l a s e  a c t i v i t y  i s  o n ly  o b s e r v e d  if  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

i s  p e r m i t t e d .  T h e  n e w  a c t i v i t y  a p p e a r s ,  t h e r e f o r e ,  to  be  

d u e  to  t h e  f o r m a t i o n  of  n e w  h e a t  s t a b l e  m e t h y l a s e s .  S u c h  

r e s u l t s  a r e  in  a c c o r d a n c e  w i t h  th e  i n d u c t i o n  of a  n e w  g u a n i n e  

m e t h y l a s e  in  SV40 t r a n s f o r m e d  h a m s t e r  c e l l s  ( M i t t e l m a n

1967) .

(d) A n  i n c r e a s e  of  m e t h y l a t i n g  e n z y m e  a c t i v i t y  o r  t h e  

a p p e a r a n c e  of  t R N A  c o n t a i n i n g  a n  a l t e r e d  m é t h y l a t i o n  

p a t t e r n  n e e d  n o t  a l w a y s  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  v i r u s  i n f e c t i o n .

In  f o o t  a n d  m o u t h  d i s e a s e  v i r u s  ( V a n d e - W o u d e ,  A r l i n g h a u s  

& P o l a t n i k ,  1967) i n f e c t i o n ,  d i m i n i s h e d  m e t h y l  i n c o r p o r a t i o n  

in to  4 s  i s  o b s e r v e d  b u t  t h i s  m a y  m e r e l y  r e f l e c t  th e  o v e r a l l  

d e c r e a s e  in  t R N A  s y n t h e s i s .

4. E f f e c t  o n  A m i n o a c y l - t R N A  T r a n s f e r a s e s

F r o m  t h e  d i s c u s s i o n  o n  p. 19 i t  i s  o b v i o u s  t h a t  a m i n o a c y l - t R N A
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t r a n s f e r a s e s  f r o m  g e n e t i c a l l y  u n r e l a t e d  s o u r c e s  m a y  d i f f e r  

in  c e r t a i n  g e n e r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  and  m a y  b e  s e p a r a b l e  by  

c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s .  If th e  b a c t e r i a  a n d  b a c t e r i o p h a g e s  

a r e  s u f f i c i e n t l y  d i s t a n t  f r o m  a n  e v o l u t i o n a r y  s t a n d p o i n t ,  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  a l t e r a t i o n s  in  th e  p r o p e r t i e s  of one  o r  m o r e  

t r a n s f e r a s e s  m a y  f o l lo w  p h a g e  i n f e c t i o n .  To f a c i l i t a t e  th e  

i n v e s t i g a t i o n  of  t h i s  p o s s i b i l i t y ^ u s e  w a s  m a d e  of  c o l i  

m u t a n t s  e a c h  of  w h i c h  p o s s e s s e d  a n  a m i n o a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  

a b e r r a n t  a s  r e g a r d s  i t s  v a l u e  o r  in  i t s  r e s p o n s e  to a m i n o  

a c i d  a n a l o g u e s  o r  i t s  s e n s i t i v i t y  to e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s .

( E a r h a r t  & N e i d h a r d t ,  1967) .  To  d a te ^ i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a j  

f o l l o w i n g  T ^  i n f e c t i o n  of  t h e s e  E^ c o l i  m u t a n t s ^ t h e  p r o p e r t i e s  

of  g l y c y l ,  h i s t i d i n y l  a n d  p h e n y l a l a n y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s  r e m a i n  

a b e r r a n t .  T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  th e  

p h e n y l a l a n y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  r e m a i n  u n a l t e r e d  a n d  a l l  t h e  

e n z y m i c  a c t i v i t i e s  a r e  n e u t r a l i s e d  by  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  t h e  

b a c t e r i a l  e n z y m e s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  f o r m a t i o n  of 

a m i n o a c y l - t R N A ,  in  t h e s e  c a s e s ,  i s  m e d i a t e d  b y  u n a l t e r e d  

p r e - e x i s t i n g  h o s t  e n z y m e s .

E v i d e n c e  o b t a i n e d  u s i n g  T ^  i n f e c t i o n  o f  e i t h e r  w i ld  ty p e  

E .  c o l i  o r  a  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  m u t a n t  o f  t h a t  b a c t e r i u m
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i n f e r r e d  t h e  a p p e a r a n c e  a f t e r  i n f e c t i o n  of  a  d i f f e r e n t  v a l y l - t R N A  

t r a n s f e r a s e  ( N c i d h a r d t  & E a r h a r t ,  1966).  In  th e  t e m p e r a t u r e  

s e n s i t i v e  s y s t e m ,  th e  n e w  a c t i v i t y  a p p e a r e d  2 m i n u t e s  p o s t  

i n f e c t i o n  a n d  i n c r e a s e d  to  a s t e a d y  m a x i m u m  (10% of  t h a t  

in  t h e  w i ld  t y p e )  a t  a p p r o x i m a t e l y  10 m i n u t e s  p o s t  i n f e c t i o n ,  

u n l e s s  U, V, i n a c t i v a t e d  p h a g e  p a r t i c l e s  w e r e  u s e d  a s  i n o c u l u m  

w h e n  th e  a c t i v i t y  i n c r e a s e d  l i n e a r l y  up  to 25 m i n u t e s  p o s t  

i n f e c t i o n .  T h e  n e w  t r a n s f e r a s e  n o t  o n ly  d i s p l a y e d  h i g h e r  

s t a b i l i t y  a t  4 0 °  in  v i v o , l o a d i n g  80% of t R N A ^ ^ ^ ‘ , b u t  a l s o  

s u r v i v e d  e x t r a c t i o n  a n d  w a s  a c t i v e  in  v i t r o  a t  37° .  D e  novo

p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  r e q u i r e d  a f t e r  p h a g e  i n f e c t i o n  f o r  i t s

e x p r e s s i o n .  V i r u s  i n d u c e d  v a l y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  w a s

a l s o  d e t e c t e d  s u b s e q u e n t  to  T ^  i n f e c t i o n ,  o r  m o r e  g e n e r a l l y

T  i n f e c t i o n  in  w i ld  t y p e  E .  c o l i .  T h e  n e w  e n z y m e ,  w h i c he v e n  ^ ^

d i f f e r e d  c h r o m a t o g r a p h i c  a l l y  f r o m  th e  p r e - e x i s t i n g  e n z y m e , h a d  

a  m o l e c u l a r  w e i g h t  t w i c e  t h a t  o f  t h e  n o r m a l  c e l l u l a r  t r a n s f e r a s e  

a n d  c o m p r i s e d  o v e r  50% of th e  v a l y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  

in  t h e  i n f e c t e d  c e l l .  It  w a s  i n d u c e d  by  r o u t a n t s  of  T ^  k n o w n  

to b e  d e f i c i e n t  in  l a t e  f u n c t i o n s .  I n i t i a l l y ,  t h e r e f o r e ,  i t  s e e m e d  

t h a t  p h a g e  Tq c o d e d  f o r  a  v a l y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  w i t h  p r o p e r t i e s  

d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  o f  t h e  h o s t  b a c t e r i u m .  T h e  e n z y m e  w a s
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c l a s s e d  a s  a n  e a r l y  v i r a l  f u n c t i o n .

H o w e v e r ,  t h e  a p p e a r a n c e  of th e  ' n e w '  e n z y m e  w a s

c o n c o m i t a n t  w i t h  th e  d i s a p p e a r a n c e  of t h e  n o r m a l  t r a n s f e r a s e ,

t h u s  s u g g e s t i n g  th e  ‘n e w '  t r a n s f e r  a s  e to b e  a  m o d i f i e d  v e r s i o n

of t h e  h o s t  e n z y m e .  E x p e r i m e n t a l  p r o o f  of  c o n v e r s i o n  o f  a

p r o t e i n  f o r m e d  b e f o r e  i n f e c t i o n  w a s  o b t a i n e d  b y  ' h e a v y  i s o t o p e '

l a b e l l i n g  a n d  i m  m u  no l o g i c a l  t e c h n i q u e s  ( C h r i s p e e l s ,  B oy d ,

W i l l i a m s  & N e i d h a r d t ,  1968) .  T h e  m o d i f y i n g  f a c t o r  a p p e a r s

to be  a  p r o d u c t  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w h i c h  p e r h a p s  l e a d s  to th e

a g g r e g a t i o n  of 2 m o l e c u l e s  of E^ c o l i  v a l y l - t R N A  t r a n s f e r a s e ,

A f u n c t i o n  f o r  t h i s  t r a n s f e r a s e  a t  th e  m o l e c u l a r  l e v e l  i s , s o  faiy

u n d e t e c t e d ,  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  h a v i n g  s h o w n  no

d i f f e r e n c e  in  th e  v a l y l - t R N A  p o p u l a t i o n  p r e  a n d  p o s t  i n f e c t i o n .

T h e  b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  h a s  n o t  y e t  b e e n  e l u c i d a t e d  e i t h e r ,

b u t  t h e  k i n e t i c s  of  a p p e a r a n c e  of t h e  m o d i f i e d  e n z y m e  a f t e r  i n f e c t i o n

w i th  w i ld  t y p e  T ^ ,  U. V. t r e a t e d  T^  o r  g e n e t i c a l l y  d e f e c t i v e  T^

s u g g e s t  a s i m i l a r i t y  to t h o s e  of  e a r l y  e n z y m e s .  T h e  e n z y m e

m o d i f i c a t i o n  m a y ,  t h e r e f o r e ,  be  i n v o l v e d  in  th e  r e g u l a t i o n  of e a r l y

v e r s u s  l a t e  f u n c t i o n s .  T h e  p h e n o m e n o n  i s  s h o w n  o n ly  w i t h

r e g a r d s  to  v a l y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  a n d  by  t h e  r e l a t e d  T ^ ,°   ̂ ^ e v e n

p h a g e s .  I t  i s  n o t  d e m o n s t r a b l e  in  Tg o r  X i n f e c t i o n s .
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5. .E f f e c t  on  tR N A  P o p u l a t i o n s

T h e  m o s t  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  s y s t e m  i s  i n f e c t i o n  of

E .  c o l i  w i t h  b a c t e r i o p h a g e .  E v i d e n c e  in  2 s y s t e m sttia * 0 V s n ± j

h a s  b e e n  o b t a i n e d  t h a t  th e  n o r m a l  p r o g r a m m e  of s R N A

s y n t h e s i s  a n d ,  t h e r e f o r e ,  p r o b a b l y  the  o v e r a l l  c o m p o s i t i o n  of

th e  tR N A  p o p u l a t i o n , i s  a l t e r e d  f o l lo w in g  i n f e c t i o n  of  E_̂  c o l i

w i t h  b a c t e r i o p h a g e .  B o th  s y s t e m s  i n v o l v e  c h r o m a t o g r a p h i c

e x a i a i i n a t io n  of  low m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  r a d i o a c t i v e l y

l a b e l l e d  in  v i v o .

D i s t i n c t  a l t e r a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  i n ' t h e  c h r o m a t o g r a p h i c

3 5b e h a v i o u r  o n  M A K  c o l u m n s  of  S l a b e l l e d  R N A  e x t r a c t e d  5 

m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  T^  o r  Tq b a c t e r i o p h a g e  (H su ,

F o f t  & W e i s s ,  1967) .  In  p a r t i c u l a r ,  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  

d i s t r i b u t i o n  of  t h e  s u l p h u r  l a b e l  in to  3 p e a k s  (1, 2 a n d  3), 2 of  

w h i c h  (l a n d  2 ) w e r e  p r e d o m i n a n t ,  w a s  a l t e r e d  to  a  p a t t e r n  w h i c h  

i n d i c a t e d  a d i m i n i s h e d  r a t e  of  s u l p h u r  i n c o r p o r a t i o n  in to  p e a k s  

1 a n d  2 a n d  a n  i n c r e a s e d  r a t e  of  l a b e l l i n g  of  p e a k  3. S u c h  

c h a n g e s  w e r e  n o t  o b s e r v e d  f o l lo w in g  i n f e c t i o n  o f col i  w i t h  

T y , 0 X  174 o r  M S 2. A s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a l t e r e d  p r o f i l e s  w a s  

a  c h a n g e  in  th e  k i n e t i c s  o f  th e  t h i o l a t i o n  r e a c t i o n .

T i l l a c k  & S m i t h  (1968) h a v e  d e m o n s t r a t e d  a n  i n c r e a s e d
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i n c o r p o r a t i o n  of  l a b e l l e d  g u a n i n e  in to  tR N A  a f t e r  

i n f e c t i o n  a n d  h a v e  a s s o c i a t e d  i t  w i t h  a n  a l t e r a t i o n  of th e  

c h r o m a t o g r a p h i c  e l u t i o n  p a t t e r n  f r o m  R e v e r s e  p h a s e  ( type  II) 

c o l u m n s .  s R N A  f r o m  n o n - i n f e c t e d  c o l i  w a s  r e s o l v e d  in to  

3 r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  p e a k s  (A, B a n d  C) w h i l e  s i m i l a r  

m a t e r i a l ,  d e r i v e d  5 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n ^ c o n t a i n e d  no 

l a b e l l e d  m a t e r i a l  in  p o s i t i o n  A, h a d  a  d e c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n  

of  l a b e l  in  p o s i t i o n  C a n d  e x h i b i t e d  2 p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y  in  

p o s i t i o n  B.

A s s u m i n g  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e s  in  t h e  2 s y s t e m s  o u t l i n e d  

a r e  c o n s e q u e n c e s  of i n f e c t i o n ,  t h e y  a r e  e x p l a i n a b l e

in  t e r m s  of  o n e  of t h e  f o l lo w in g  m e c h a n i s m s .

(a) S y n t h e s i s  o f  v i r u s  c o d e d  tR N A

(b) V i r a l  m o d i f i c a t i o n s  of  h o s t  c o d e d  t R N A

(c) V i r a l  c o n t r o l  of  h o s t  c e l l  tR N A  t r a n s c r i p t i o n  

( l e a d i n g  to t h e  p r o d u c t i o n  of  a  l i m i t e d  n u m b e r  of  

t R N A  s p e c i e s  e i t h e r  by  i n h i b i t i n g  t h e  f o r m a t i o n  of  

c e r t a i n  s p e c i e s  o r  s t i m u l a t i n g  the'  s y n t h e s i s  o f  o t h e r s ) .

T h e  e x p e r i m e n t s  of  T i l l a c k  & S m i t h  (1968)  o n  g u a n in e  

i n c o r p o r a t i o n  h a v e  n o t ,  a s  y e t ,  b e e n  t a k e n  f a r  e n o u g h  to 

e l u c i d a t e  t h e  m e c h a n i s m  of v i r a l  i n t e r f e r e n c e .  H o w e v e r ,  t h e



50.

s y s t e m  of H s u ,  F o f t  &. W e i s s  (1967) h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  

f u r t h e r  a n d  h e r e  i t  w a s  f o u n d  t h a t  th e  t R N A  m o l e c u l e s  l o c a l i s e d  

in  p e a k  3 in  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n s  d id  n o t  c o n t a i n  a  s i g n i f i c a n t l y  

h i g h  p e i ' c e n t a g e  of  t h i o n u c l e o t i d e s  t h a n  d id  s p e c i e s  p r e s e n t  in 

th e  u n i n f e c t e d  b a c t e r i u m .  T h i s  r e n d e r s  u n l i k e l y  a n y  

e x p l a n a t i o n  o f  t h e  i n c r e a s e d  s u l p h u r  l a b e l l i n g  in  t e r m s  of  

m o d i f i c a t i o n  of  p r e - e x i s t i n g  ' p e a k  3 ' t R N A s ,  b y  th e  i n t r o d u c t i o n  

of  e x t r a  t h i o n u c l e o t i d e s . S i n c e  i t  a l s o  a p p e a r s  t h a t  th e  n e w  

t R N A s  l o c a t e d  in  p e a k  3 a r e  n o t  d e r i v a t i v e s  o f  t h o s e  fo u n d  

b e f o r e  i n f e c t i o n  in  p o s i t i o n s  1 o r  2 , t h e  e x p e r i i m e n t a l  d a t a  

s u g g e s t  t h a t  th e  o b s e r v e d  t r a n s i t i o n  f r o m  t h e  n o r m a l  

l a b e l l i n g  p a t t e r n  to  t h e  i n f e c t e d  tR N A  p r o f i l e  i s  n o t  th e  r e s u l t  

o f  m o d i f i c a t i o n  of  p r e - e x i s t i n g  h o s t  s p e c i e s .  I n s t e a d ,  t h e  

c h a n g e s  a r e  a t t r i b u t a b l e  to  d e  n o v o  s y n t h e s i s  o f  h o s t  o r  v i r u s  

c o d e d  t R N A s .

T h e  f e a s i b i l i t y  of  v i r u s  i n d u c t i o n  of  t R N A s  w a s  r e i n f o r c e d

by  t h e  e x p e r i m e n t s  of  S m i t h  et^aX ( S m i th ,  A b e l s o n ,  C l a r k ,

G o o d m a n  & B r e n n e r ,  1966) .  T h e i r  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t

a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  a  d e f e c t i v e  t r a n s d u c i n g  p h a g e  80 w h i c h  c a r r i e d

tVT"t h e  s t r u c t u r a l  g e n e  of  s u p p r e s s o r  III t y r o  s y l -  t R N A ,  a  n e w  tR N A
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c o u ld  b e  o b s e r v e d  in  t h e  b a c t e r i a .  No a l t e r a t i o n  in  th e  

o v e r a l l  c o n c e n t r a t i o n  of th e  t y r o  s y l - t R N A  w a s  n o t e d  d u r i n g  

a  t y p i c a l  l y t i c  c y c l e  a n d  c e r t a i n  c o n d i t i o n s  h a d  to  be  f u l f i l l e d  

b e f o r e  th e  a m o u n t  o f  t h i s  t R N A  r e a c h e d  a  d e t e c t a b l e  l e v e l .  

N a m e l y ,  a n  a r t i f i c i a l l y  p r o l o n g e d  g r o w t h  c y c l e  w a s  n e c e s s a r y  

a n d  so w a s  a  c e r t a i n  d e g r e e  of p r o t e i n  s y n t h e s i s  e a r l y  in 

i n f e c t i o n .  T h i s  s y s t e m  s h o w s  t h a t  in  b a c t e r i a l  c e l l s  the  

m a c h i n e r y  e x i s t s  f o r  t h e  t r a n s c r i p t i o n  of  t R N A  g e n e s  j ^ r e s e n t  

in v i r a l  g e n o m e s  a n d  a l s o  t h a t  t h e  tR N A  p r o d u c t  c a n  be  

i n t r o d u c e d  in to  th e  p r o t e i n  s y n t h e s i s i n g  a p p a r a t u s  of t h e  c e l l .  

T h e  r e s u l t s  a l s o  c o n t a i n  a w a r n i n g  a g a i n s t  o v e r - e m p h a s i s i n g  

q u a n t i t a t i v e  o b s e r v a t i o n s .

T h e  f o r e g o i n g  d i s c u s s i o n  h a s  a s s u m e d  t h a t  lo w  m o l e c u l a r  

w e i g h t  R N A  m a y  be  e q u a t e d  w i th  tR N A  a n d ^ a l t h o u g h  in  t h e  c a s e  

i n v o l v i n g  s u l p h u r  i n c o r p o r a t i o n  t h i s  m a y  b e  a  v a l i d  a ssum pt ion_>  

d i r e c t  i n v e s t i g a t i o n  o f  a m i n o a c y l - t R N A .  s y s t e m s  i s  w a r r a n t e d .  

S u c h  d a t a ^ o b t a i n e d  e i t h e r  by  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  o r  

R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  ( type  I ^ h a s  b e e n  r e p o r t e d  by  

th e  S u e o k a  g r o u p  (S u e o k a  & K a n o - S u e o k a ,  1964;  K a n o - S u e o k a  

& S u e o k a ,  1966;  S u e o k a ,  K a n o - S u e o k a  & G a r t l a n d ,  1966) a n d  b y  

W a t e r s  a n d  N o v e l l i  (1967) ,  r e s p e c t i v e l y .
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T h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  17 a m i n o a c y l - t R N A s  f r o m  T 2 

i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d  ^  c o l i  w e r e  i n v e s t i g a t e d  by  

c h r o m a t o g r a p h y  on  M A K  of  d o u b l y  l a b e l l e d  m i x e d  p r e p a r a t i o n s .

In  f o u r t e e n  of  t h e  c a s e s ^ n o  d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  

p r e p a r a t i o n s  b e f o r e  a n d  8 m i n u t e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  S l ig h t  

a m b i g u i t y  w a s  d e t e c t e d  w i th  i s o l e u c y l  a n d  s e r y l - t R N A s ,  b u t  

a s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w a s  o n ly  o b s e r v e d  in  t h e  c a s e  of  

l e u c y l - t R N A .  T h i s  a l t e r a t i o n  w a s  n o t  a t t r i b u t a b l e  to  a 

c h a n g e  in  l e u c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  b u t  to  t h e  f a c t  t h a t  the  

c o m p l e m e n t  o f  tRNA^®^* in  T^  i n f e c t e d  c e l l s  d i f f e r e d  f r o m  

t h a t  in  th e  u n i n f e c t e d  c e l l .  N o r m a l  l e u c y l - t R N A  e l u t e d  f r o m  

M A K  a s  2 m a j o r  p e a k s ,  w i t h  p e a k  I p r e d o m i n a t i n g ^ w h i l e  th e  

e x a c t  p r o f i l e  of  l e u c y l - t R N A  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s ,  a l t h o u g h  a t  

no  t i m e  a f t e r  i n f e c t i o n  c o i n c i d e n t  w i t h  t h e  n o r m a l  p a t t e r n ,  w a s  

d e p e n d e n t  on  t h e  e x t e n t  to w h i c h  i n f e c t i o n  h a d  p r o c e e d e d .  V e r y  

e a r l y  in  i n f e c t i o n  ( l  m i n u t e  p o s t  i n f e c t i o n )  f o r  e x a m p l e ,  a  n e w  

s m a l l  p e a k  e l u t i n g  b e f o r e  p e a k  I w a s  o b s e r v e d .  T h i s  p e a k ,  

t e r m e d  l e u c y l - t R N A  F ,  w a s  t r a n s i e n t ,  t h e  p r e c i s e  h a l f  - l i f e  

b e i n g  d e t e r m i n e d  b y  t h e  s t a t e  of  t h e  i n f e c t i n g  p h a g e .  By  

8 m i n u t e s  p o s t  i n f e c t i o n ^ i t  h a d  g e n e r a l l y  d i s a p p e a r e d  a n d ,  a t  

t h i s  s t a g e ,  v i r a l  a l t e r a t i o n  w a s  m a n i f e s t e d  a s  a  d e c r e a s e  of  p e a k  I
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m a t e r i a l ,  w i t h  a  c o n c o m i t a n t  i n c r e a s e  in  p e a k  II m a t e r i a l .

T h e  p e a k  II m a t e r i a l ,  w h i c h  i n i t i a l l y  c o n t a i n e d  a  t y p e  of 

t R N A ^ ^ ^ '  u n a b l e  to  a c c e p t  l e u c i n e  in  a  h e t e r o l o g o u s  r e a c t i o n ,  

n o w  a p p e a r e d  to  b e  c o m p o s e d  of  two t y p e s  o f  tR N A .  O ne  

of  t h e s e ,  t e r m e d  l e u c y l - t R N A  R ,  w a s  a n  a c t i v e  a c c e p t o r  d u r i n g  

h e t e r o l o g o u s  l o a d i n g  e x p e r i m e n t s .

S i m i l a r  m o d i f i c a t i o n s  of  l e u c y l - t R N A s  w e r e  f o u n d  a f t e r

i n f e c t i o n  of  JX c o l i  m u t a n t s  o r  S h i g e l l a  60 w i t h  T^  p h a g e  o r

o t h e r  T p h a g e s  (Tx a n d  T , ) b u t  n o t  f o l l o w i n g  T i n  
e v e n  b o u a

b a c t e r i o p h a g e  i n f e c t i o n  o r  a f t e r  i n d u c t i o n  of

T h e  c o d i n g  p r o p e r t i e s  of l e u c y l - t R N A s  d e r i v e d  f r o m  

u n i n f e c t e d  a n d  T ^  i n f e c t e d  c o l i  h a v e  b e e n  e x a m i n e d  b y  

p o l y n u c l e o t i d e  s t i m u l a t i n g  b in d in g  to r i b o s o m e s  o f  d i f f e r e n t  

R N A  f r a c t i o n s  f r o m  M A K . It a p p e a r s  t h a t  p e a k  I tRNA^^^* 

n o r m a l l y  b i n d s  w i t h  C U G  a n d  p o l y  UC w h e r e a s  p e a k  II b i n d s  

p o l y  (UC) a n d  to  a  l e s s e r  e x t e n t  p o l y  (U) o r  p o l y  (UG) a n d  

t h e  t r a i l i n g  e d g e  b i n d s  UUG c o d o n s  in  p o l y  (UG). P e a k  F  

m a t e r i a l ,  i s o l a t e d  a t  1 m i n u t e  p o s t  i n f e c t i o n ,  b i n d s  p o l y  (UG) 

b u t  n o n e  o f  th e  c o m p o n e n t  t r i p l e t s  of  t h i s  p o l y n u c l e o t i d e .  A t  

8 m i n u t e s  p o s t  i n f e c t i o n ,  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  p e a k  II m a t e r i a l  

b i n d s  a n  i n c r e a s e d  a m o u n t  of CUU, CU C a n d  p o l y  (U)
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( K a n o - S u e o k a ,  N i r e n b e r g  & S u e o k a ,  1968).

In  t h e  l i g h t  of th e  e x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s  s u m m a r i s e d  

a b o v e ,  K a n o - S u e o k a  a n d  S u e o k a  (1966) p o s t u l a t e d  t h a t  th e  

a l t e r a t i o n s  d e t e c t e d  in  t h e  e l u t i o n  p a t t e r n  o f  l e u c y l - t R N A  

on  M A K  c o l u m n s  w e r e  a t t r i b u t a b l e  to p h a g e  i n d u c e d  e n z y m i c  

m o d i f i c a t i o n  of  a  p r e - e x i s t i n g  s p e c i e s  of h o s t  tRNA^'^^ ' 

( c o m p o n e n t  I to be  e x a c t ) .  T h e i r  r e a s o n i n g  w a s  a s  f o l l o w s  -

1. D N A  f r o m  p h a g e s ,  a s  d i s t i n c t  f r o m  th e

g e n e t i c a l l y  d i s t i n c t  T ^ q q  p h a g e s  ( S c h i l d k r a u t ,

W i e r z  c h o w  sk i ,  M a r m u r ,  G r e e n  & D o ty ,  1962) ,  w a s  

r e q u i r e d  f o r  th e  e x p r e s s i o n  of  l e u c y l - t R N A  a l t e r a t i o n s .  

T h e r e  w a s  no d e p e n d e n c e  of  v i r a l  e x p r e s s i o n  o n  th e  

s p e c i e s  o f  th e  h o s t .  T h i s  w a s ,  t h e r e f o r e ,  a  p h a g e  

s p e c i f i c  r e a c t i o n .

2. P r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  n e c e s s a r y ,  t h u s  s u g g e s t i n g  

a n  e n z y m i c  n a t u r e  f o r  th e  a l t e r a t i o n .

3. L e u c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  w a s  n o r m a l  a f t e r  i n f e c t i o n  

a n d  s o  t h e  tRNA^^^* p o p u l a t i o n  i t s e l f  m u s t  h a v e  b e e n  the  

s i t e  o f  a l t e r a t i o n .

4. T h e  r e l a t i v e  a m o u n t s  of l e u c y l - t R N A  to  o t h e r  

a m i n o a c y l - t R N A s  r e m a i n e d  u n a l t e r e d  a f t e r  i n f e c t i o n  a n d
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t h e r e f o r e  no de  n o v o  s y n t h e s i s  h a d  o c c u r r e d ,

5. T h e  n e w  l e u c y l - t R N A  c o m p o n e n t s  p o s s e s s e d  a 

c h a r a c t e r i s t i c  in  c o m m o n  w i t h  b a c t e r i a l  l e u c y l - t R N A  

I ' i n  t h a t  t h e y  w e r e  h e t e r o l o g o u s l y  l o a d e d  w i t h  y e a s t  

l e u c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e .

N o  c o n c l u s i o n  a s  to  t h e  n a t u r e  of t h e  m o d i f i c a t i o n  o r  to  

i t s  b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  w a s  r e a c h e d  a l t h o u g h ,  b a s e d  o n  

d a t a  o b t a i n e d  f r o m  p o l y n u c l e o t i d e  b i n d in g ,  i t  w a s  s u g g e s t e d  

t h a t  E .  c o l i  tR N A ^ ^ ^ '  i s  t r a n s c r i b e d  f r o m  tw o  d i f f e r e n t  c i s t r o n s  

( a  & B) ,  ( N i r e n b e r g ,  C a s k e y ,  M a r s h a l l ,  B r i m a c o m b e ,  K e l lo g g ,  

D o c t o r , H a t f i e l d ,  D e v in ,  R o t t m a n ,  P e s t k a ,  W i l c o x  & A n d e r s o n ,  

1966 ). A l l  s p e c i e s  o f  t R N A  o b s e r v e d  in  h o s t  o r  T^  i n f e c t e d  

c e l l s  w e r e  p o s t u l a t e d  to b e  d i f f e r e n t  m o d i f i c a t i o n s  o r  s t a g e s  

i n  m o d i f i c a t i o n  of o n e  o f  th e  two b a s i c  d e s i g n s .

H o w e v e r ,  no D N A - s R N A  h y b r i d i s a t i o n  s t u d i e s  h a v e  b e e n  

u n d e r t a k e n  b y  S u e o k a  a n d  th e  r e  s u i t s ,  w h e n  i n t e p r e t e d  a s  

f o l l o w s , m a y  b e  e q u a l l y  w e l l  e x p l a i n e d  b y  t h e  f o r m a t i o n  of  v i r u s  

c o d e d  tRNA^®^^’ s p e c i e s .

1. T h e  p r o d u c t i o n  o f  v i r u s  c o d e d  t R N A  s p e c i e s  w o u ld  

a l s o  r e q u i r e  v i r a l  D N A  a n d  b e  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  i d e n t i t y
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of  t h e  h o s t  c e l l .  T h e r e  i s  a l s o  no r e a s o n  to  s u p p o s e

t h a t  i t  w o u l d  be  p o s s i b l e  to  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  s p e c i e s

of  t R N A  c o d e d  b y  2 m e m b e r s  of  t h e  T  g r o u p  of ̂ e v e n  ^  ^

p h a g e s  b u t  n o t  b e t w e e n  m o d i f i e d  v e r s i o n s  of  h o s t  c o d e d  

s p e c i e s  p r o d u c e d  b y  t h e s e  p h a g e s .

2.  P r o t e i n  s y n t h e s i s  m i g h t  b e  r e q u i r e d  to p e r m i t  

e x p r e s s i o n  of t h e  v i r u s  g e n e  in  q u e s t i o n ,  e s p e c i a l l y  

s i n c e  c h l o r a m p h e n i c o l  i s  knov/n  to p r e v e n t  t h e  f o r m a t i o n  

o f  d e t e c t a b l e  a m o u n t s  of v i r u s  c o d e d  t R N A  in  o t h e r  

s y s t e m s .

3. A  v i r u s  c o d e d  t R N A  c o u ld  be  l o a d e d  b y  b a c t e r i a l  

t r a n s f e r a s e s  a s  e a s i l y  a s  a  v i r u s  m o d i f i e d  h o s t  s p e c i e s .

4 .  F a i l u r e  to  d e t e c t  a p p r e c i a b l e  c h a n g e s  i n  t o t a l  q u a n t i t y  

a n d  r e l a t i v e  a m o u n t  o f  l e u c y l - t R N A  p o s t  i n f e c t i o n  w o u ld  

n o t  n e c e s s a r i l y  p r e c l u d e  de  n o v o  s y n t h e s i s  o f  t R N A ^ ^ ^ ’ 

(due  to  e x p e r i m e n t a l  d e t e c t i o n  l i m i t a t i o n s ) .

5. V i r u s  c o d e d  t R N A  s p e c i e s  m i g h t  b e  l o a d a b l e  b y  

y e a s t  e n z y m e  e s p e c i a l l y  s i n c e  th e  s t r u c t u r a l  b a s i s  f o r  

a m i n o  a c i d  a t t a c h m e n t  b y  h e t e r o l o g o u s  t r a n s f e r a s e s  i s  

n o t  w e l l  d e f i n e d .
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Tndeed^a t  p r e  s e n t  ̂ the l a t t e r  i n t e r p r e t a t i o n s  a r e  m o r e  

e a s i l y  c o r r e l a t e d  w i t h  th e  D N A - s R N A  h y b r i d i s a t i o n  d a t a  

o f  W e i s s ,  H s u ,  F o f t  & S h e r b e r g  (1968) w h i c h  a r e  d i s c u s s e d  

on  p . 59.

W a t e r s  a n d  N o v e l l i  ( l 967) h a v e  s t u d i e d  th e  s a m e  h o s t  

v i r u s  s y s t e m  u s i n g  a t e c h n i q u e  ( R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  

ty p e  l) of  g r e a t e r  r e s o l v i n g  p o w e r  t h a n  M A K. O n ly  th e  

l e u c y l - t R N A  p o p u l a t i o n  w a s  i n v e s t i g a t e d .  U n d e r  t h e  

c h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  u s e d , l e u c y l - t R N A  f r o m  u n i n f e c t e d  

£ .  c o l i  w a s  r e s o l v e d  in to  3 a n d  o n ly  3 c o m p o n e n t s  (l, II & III) 

w i t h  p e a k  I p r e d o m i n a t i n g  o v e r  p e a k s  II a n d  III.  By  6 m i n u t e s  

a f t e r  p h a g e  i n f e c t i o n , n o  q u a l i t a t i v e  c h a n g e  in  t h e  e l u t e d  s p e c i e s  

h a d  o c c u r r e d  b u t  q u a n t i t a t i v e  c h a n g e s  b e t w e e n  p e a k s  I, II a n d  III 

w e r e  o b s e r v e d .  R e l a t i v e  to p e a k  I, p e a k s  II a n d  III i n c r e a s e d  in  

t h e  t R N A  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s  o v e r  t h a t  s e e n  in  t h e  n o r m a l  c a s e .

T h e  a l t e r e d  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n  p r o b a b l y  c o r r e s p o n d s  to t h e  c h a n g e s  

in  l e u c y l - t R N A  p o p u l a t i o n  d e t e c t e d  a t  8 m i n u t e s  p o s t  i n f e c t i o n  w i t h  

M A K  c h r o m a t o g r a p h y .  S u c h  c h a n g e s  in  th e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  

o f  l e u c y l - t R N A  c o m p o n e n t s  w e r e  m a i n t a i n e d  u n t i l  2 h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n ,  i. e.  , u n t i l  l a t e  in  t h e  v i r a l  g r o w t h  c y c l e .  A  f u r t h e r  

a l t e r a t i o n  in  t h e  o v e r a l l  c o m p o s i t i o n  o f  l e u c y l - t R N A s  p r e s e n t  a t
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2 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n , w a s  a l s o  o b s e r v e d .  A t  l e a s t  o n e  a n d  

p r o b a b l y  2 n e w  p e a k s  (IV & V) h a d  a p p e a r e d .  T h e s e  p e a k s ,  

f i r s t  d e t e c t a b l e  a t  32 m i n u t e s  p o s t  i n f e c t i o n ,  e l u t e d  a f t e r  

p e a k  III  a n d  w e r e  n e v e r  o b s e r v e d  in t R N A  p r e p a r a t i o n s  f r o m  

u n i n f e c t e d  c o l i .  F u r t h e r  d a t a  o b t a i n e d  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e  c h a n g e s  o b s e r v e d  f o l l o w in g  T ^  i n f e c t i o n  w e r e  p h a g e  s p e c i f i c  

a n d  n o t  m e r e l y  a  c o n s e q u e n c e  of  u n d e r  m é t h y l a t i o n  o r  a l t e r e d  

g r o w t h  c o n d i t i o n s  in  t h e  b a c t e r i a l  c u l t u r e s .  W a t e r s  & N o v e l l i

(1967)  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  c h a n g e  o b s e r v e d  e a r l y  in  i n f e c t i o n  

w a s  d u e  to  m o d i f i c a t i o n  a s  p o s t u l a t e d  b y  S u e o k a ,  K a n o - S u e o k a  

& G a r t l a n d  (1966)  a n d  r e m a i n e d  u n c o m m i t t e d  a s  to  th e  n a t u r e  

o f  p e a k s  IV  a n d  V^ s i n c e  i n s u f f i c i e n t  e x p e r i m e n t a l  d a t a  w a s  

a v a i l a b l e .  H o w e v e r ,  s u b s e q u e n t l y , t h e y  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  

e a r l y  in  T 2 i n f e c t i o n  t h e  m a j o r  s p e c i e s  o f  t R N A ^ ^ ^ '  i s  n o t  

m o d i f i e d  to  a n o t h e r  f o r m  s t i l l  c a p a b l e  o f  a c c e p t i n g  l e u c i n e  

b u t  i s  i n s t e a d  c o m p l e t e l y  i n a c t i v a t e d  ( W a t e r s  & N o v e l l i ,  1968).

A l t e r a t i o n s  in  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  s R N A  f r a c t i o n  

s u b s e q u e n t  to  T ^  i n f e c t i o n  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  i n v e s t i g a t e d  b y  

W e i s s  e t  a X  (1968)  a n d  D a n i e l ,  S a r i d  & L i t t a u e r  (1968)  u s i n g  

D N A - s R N A  h y b r i d i s a t i o n  t e c h n i q u e s .

D a n i e l ,  S a r i d  & L i t t a u e r  (1968) h a v e  s h o w n  t h a t  s R N A
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d e r iv e d ,  f r o m  i n f e c t e d  c o l i  c o n t a i n e d  a t y p e  of s R N A  

n o t  o b s e r v e d  in  th e  u n i n f e c t e d  c e l l .  T h i s  R N A  w a s  c h a r a c t e r i s e d  

b y  p o s s e s s i n g  s e q u e n c e  h o m o l o g y  w i t h  0. 0 5 - 0 .  2% of t h e  Tq 

g e n o m e  a n d  w i t h  l e s s  t h a n  0, 001% of  t h e  E^ c o l i  DNA.

F u r t h e r ,  t h e  b a s e  c o m p o s i t i o n  of th e  R N A  r e c o v e r e d  f r o m  

D N A - R N A  h y b r i d  m o l e c u l e s  d id  n o t  r e s e m b l e  T ^  m R N A  a n d  

c o n t a i n e d  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  of  p s e u d o u r i d i n e  a n d  t r a c e s  of  

2 o t h e r  m e t h y l a t e d  b a s e s .  S i n c e  s u c h  m o d i f i e d  b a s e s  a r e  

n o r m a l l y  l o c a t e d  o n ly  in  t R N A  a n d  s i n c e  th e  h y b r i d i s a t i o n  d a t a  

s e e m  q u a l i t a t i v e l y  s o u n d ,  t h e r e  i s  a  s t r o n g  p o s s i b i l i t y  t h a t  T^  

c o d e s  f o r  o n e  o r  m o r e  t R N A s .  T h e  d a t a  do n o t ,  h o w e v e r ,  

p r o v i d e  a  r i g o r o u s  p r o o f .

In  c o n t r a s t ,  t h e  h y b r i d i s a t i o n  d a t a ,  r e p o r t e d  b y  W e i s s  e t  al,^

( 1968)^in  t h e  s a m e  h o s t  v i r u s  s y s t e m ^ a r e  m o r e  e x t e n s i v e  a n d  

t h e i r  i n t e r p r e t a t i o n  i s  c o n s e q u e n t l y  m o r e  c l e a r c u t .  E i t h e r  

s R N A  p u l s e - l a b e l l e d  w i t h [ s ^ ^ ]  o r  tR N A  l o a d e d  in  v i t r o  w i t h  

l a b e l l e d  a m i n o  a c i d s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  h y b r i d i s a t i o n  e x p e r i m e n t s .

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  h i g h ly  l a b e l l e d  R N A  f r o m  Tj^ 

i n f e c t e d  E_̂  c o l i  a n d  D N A  f r o m  T ^ ,  Tq b a c t e r i o p h a g e s  a n d  E^ c o l i  

i n d i c a t e d  t h a t  t h e  l a b e l l e d  R N A  w a s  e f f e c t i v e l y  b o u n d  to Tq  a n d  T^  

D N A  b u t  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  a t t a c h m e n t  to  E^ c o l i  o r  Ty D N A  w a s
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i n s i g n i f i c a n t .  S i n c e  n e i t h e r  m R N A  n o r  c o l i  tR N A  

c o m p e t e d  e f f e c t i v e l y  w i t h  t h i s [ s ^ ^ ]  tR N A  f o r  i t s  s p e c i f i c  

a t t a c h m e n t  s i t e  on  Tq DMA a n d  s i n c e  Tq m R N A  h a s  b e e n  

s h o w n  to l a c k  t h i o n u c l e o t i d e  b a s e s ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  w i th  

c e r t a i n t y  t h a t  tR N A  h o m o l o g o u s  to T^  D N A  i s  s y n t h e s i s e d  e a r l y  

in  i n f e c t i o n  w i t h  t h i s  p h a g e .  S i m i l a r  e x p e r i m e n t s  r e v e a l e d  

t h a t  30% of p e a k  3 m a t e r i a l  f r o m  MAK c o l u m n s  i. e.  t h e  

f r a c t i o n  p r e v i o u s l y  s h o w n  to b e  i n c r e a s e d  in  ' i n f e c te d *  t R N A  

p r e p a r a t i o n s  - w a s  h y b r i d i s a b l e  to  T ^  DNA.

D i r e c t  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  i d e n t i t y  of  t h e  v i r u s  s p e c i f i e d  

a m i n o a c y l - t R N A s  w a s  i n v e s t i g a t e d  by  a  t e c h n i q u e  d e s i g n e d  to 

d e t e c t  a n n e a l i n g  of  DNA a n d  h o m o l o g o u s  a m i n o a c y l - t R N A ^  

l a b e l l e d  in  t h e  a m i n o  a c i d  m o e i t y .  S p e c i f i c  h y b r i d i s a t i o n  of 

r a d i o a c t i v i t y  d e r i v e d  f r o m  [ ^ h J l e u c y l - t R N A  f r o m  Tq i n f e c t e d  

E .  c o l i  to  T ^  DN A  w a s  d e m o n s t r a t e d .  E x p o s u r e  to  p H  

c o n d i t i o n s  h i g h  e n o u g h  to b r e a k  a m i n o a c y l  b o n d s ,  b u t  n o t  to  

d i s r u p t  D N A - R N A  h y b r i d s ,  ( i M - T r i s - H C l  b u f f e r  p H  9. 0)> 

r e s u l t e d  in  a  l o s s  of  t h e  r a d i o a c t i v i t y  p r e v i o u s l y  a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  h y b r i d  s t r u c t u r e .  S u c h  d a t a  d e m o n s t r a t e d  c o n c l u s i v e l y  

t h a t  a t  l e a s t  p a r t  o f  th e  l e u c y l - t R N A  p o p u l a t i o n  p r e s e n t  in  Tq  

i n f e c t e d  E .  c o l i  w a s  s p e c i f i e d  by  th e  v i r a l  g e n o m e .  F u r t h e r ,
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of t h e  3 t y p e s  of  l e u c y l - t R N A ,  s e p a r a b l e  b y  M A K  c h r o m a t o g r a p h y

of  i n f e c t e d  tR N A ,  p e a k  I w a s  c o m p r i s e d  of  h o s t  t R N A  a n d  p e a k

3 of  Tq s p e c i f i e d  m a t e r i a l .  T h e r e f o r e ,  a d th o u g h  t h e s e  M A K

c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h i c  p a t t e r n s  a r e  n o t  e x a c t l y  c o r r e l a t a b l e

to  t h o s e  d e s c r i b e d  b y  K a n o - S u e o k a  h  S u e o k a  (1966) ,  i t  s e e m s

r e a s o n a b l e  to d e d u c e  t h a t  t h e  a l t e r a t i o n s  d e t e c t e d  in  the

l e u c y l - t R N A  p o p u l a t i o n  e a r l y  in  i n f e c t i o n  b y  t h e s e

w o r k e r s  a n d  b y  W a t e r s  & N o v e l l i  (1967) a r e  d u e  to  s y n t h e s i s  of

' 1
a t  l e a s t  o n e  s p e c i e s  of  v i r u s  c o d e d  tR N A  . ( T h e  p o s s i b i l i t y  

o f  c o n c o m i t a n t  v i r u s  m o d i f i c a t i o n  i s  n o t  e x p e r i m e n t a l l y  e x c l u d e d ) .  

T h e  h y b r i d i s a t i o n  d a t a  g iv e  no i n d i c a t i o n  of t h e  n a t u r e  of  th e  

2 ' s p e c i e s '  o f  tRNA^®^* d e s c r i b e d  l a t e  in  i n f e c t i o n .

H y b r i d i s a t i o n  b e t w e e n  T ^  D N A  a n d  " i n f e c t e d "  p r o l y l - t R N A  

w a s  a l s o  d e t e c t e d .  T h e  Tq  g e n o m e  t h e r e f o r e  c o d e s  f o r  a t  l e a s t  

o n e  l e u c y l - t R N A  s p e c i e s  a n d  p e r h a p s  a l s o  f o r  p r o l y l - t R N A .

A n  a d d i t i o n a l  c h a n g e  in  t h e  p o p u l a t i o n  of  c o l i  t R N A s  

i s  a l s o  r e p o r t e d  f o l lo w in g  Tq i n f e c t i o n .  In  p a r t i c u l a r ,  

s u p p r e s s i o n  of  th e  c h a i n  t e r m i n a t i n g  c o d o n  U A A  b y  S u ^ ’*' w a s  

a b o l i s h e d ,  t h u s  s u g g e s t i n g  t h a t  m i n o r  t R N A  h o s t  s p e c i e s  m a y  

b e  m o d i f i e d  a s  a  r e s u l t  o f  T ^  i n f e c t i o n  ( B r e n n e r ,  K a p l a n  & 

S t r e t t o n ,  1966) .
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O t h e r  b a c t e r i a l  h o s t - v i r u s  s y s t e m s ,  n a m e l y  c o l i ,

a n d  Q(3“l ^  c o l i  h a v e  a l s o  b e e n  e x a m i n e d  ( H u d s o n  & P a r a n c h y c h ,

1968;  H u n g ,  1966) .  B r i e f l y ,  t h e  d a t a  r e p o r t e d  a p p e a r  to 

i n d i c a t e  t h a t  R ^ ^  d o e s  n o t  s p e c i f y  tR N A  a n d  t h a t  t h e  r e s p o n s e  

of  p r o l y l - t R N A  d e r i v e d  f r o m  Qj3 i n f e c t e d  c e l l s  to  p o l y  C in  t h e  

r i b o s o m e  b i n d in g  t e c h n i q u e  d i f f e r s  f r o m  t h a t  f r o m  n o n - i n f e c t e d  

E .  c o l i .

T h e  t R N A  p o p u l a t i o n  of B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  i s  a l t e r e d  a s  a 

c o n s e q u e n c e  o f  i n f e c t i o n  w i th  t h e  s t r a i n  o f  h e r p e s  s i m p l e x  

v i r u s  ( S u b a k - S h a r p e  & H a y ,  1965) .  B y  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  

p u r i f i e d  s R N A  d e r i v e d  f r o m  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  h y b r i d i s e d  to 

t h e  v i r a l  D N A  w h i l e  t h a t  f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s  d id  n o t ,  i t  w a s  

p o s s i b l e  to  c o n c l u d e  t h a t  h e r p e s  v i r u s  m a y  c o d e  f o r  n e w  s R N A s  

w i t h  m a n y  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  of tR N A  s. Q u a n t i t a t i o n  of  

t h e  d a t a  s h o w e d  t h a t  t h e  v i r u s  m a y  c o d e  f o r ,  a t  m o s t ,  19 s R N A  

m o l e c u l e s .  B o t h  t h e  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  c o n c l u s i o n s  

d r a w n  a r e ^ o f  c o u r s e , s u b j e c t  to  t h e  e x p e r i m e n t a l  l i m i t a t i o n s  

m e n t i o n e d  o n  p a g e  154 w i t h  r e g a r d  to h y b r i d i s a t i o n  d a t a .  T h e  

d e t e c t i o n  o f  v i r u s  s p e c i f i e d  t R N A  s p e c i e s  w a s  a s s o c i a t e d  w i th  

t h e  a p p e a r a n c e  in  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  of a  ’’n e w ” a r g i n y l - t R N A  

s p e c i e s ^ a s  d e t e c t e d  b y  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  o f  d i f f e r e n t i a l l y
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l a b e l l e d  p r e p a r a t i o n s  ( S u b a k - S h a r p e ,  S h e p h e r d  & H a y ,  1966).

P a r t  of  t h e  r a d i o a c t i v i t y  d e r i v e d  f r o m  th e  i n f e c t e d  a r g i n y l - t R N A  

e l u t e d  a t  a  h i g h e r  i o n ic  s t r e n g t h  t h a n  d id  t h a t  d e r i v e d  f r o m  th e  

n o n - i n f e c t e d  c o n t r o l .  T h e  s i m p l e s t  e x p l a n a t i o n  o f  t h e s e  

r e s u l t s  i s  t h a t  t h e  h e r p e s  v i r u s  g e n o m e  c o d e s  f o r  c h a r a c t e r i s t i c  

t R N A  s p e c i e s ^ a t  l e a s t  o n e  of w h i c h  s p e c i f i c a l l y  a t t a c h e s  a r g i n i n e .

In  t h e  f o r e g o i n g  d i s c u s s i o n ^ v i r a l  i n t e r f e r e n c e  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  to  i n f l u e n c e  m a n y  o f  the* c o m p o n e n t s  o f  t h e  p r o t e i n  

s y n t h e t i c  m e c h a n i s m  - e i t h e r  by  i n t r o d u c i n g  n e w  v i r u s  c o d e d  

s p e c i e s  o f  t R N A ,  b y  s p e c i f y i n g  m o d i f i c a t i o n s  of p r e - e x i s t i n g  

t R N A s ,  b y  a f f e c t i n g  a t  l e a s t  o n e  a m i n o  a c y l -  t R N A  t r a n s f e r a s e  

o r  b y  a l t e r i n g  r i b o s o m a l  c o m p o n e n t s  a n d  d i s t u r b i n g  t h e i r  fu n c t io n .

T h e  b i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  of  t h e s e  d i f f e r e n c e s ,  o b s e r v e d  

in  a  v a r i e t y  of s y s t e m s ,  h a s  n o t  y e t  b e e n  e l u c i d a t e d .  In 

c e r t a i n  c a s e s ,  e v e n  t h e  n o r m a l  r o l e  of  a  c o m p o n e n t ,  f a r  l e s s  

t h a t  o f  i t s  v i r a l  c o u n t e r p a r t  i s  k n o w n ,  e.  g. , 5s  a n d  V A  R N A .

I t  i s ,  h o w e v e r ,  p o s s i b l e  to  a s s u m e  t h a t  s o m e  o f  th e  a l t e r a t i o n s  

d i s c u s s e d  e v e n t u a l l y  o p e r a t e  b y  e f f e c t i n g  t h e  i n t r o d u c t i o n  of  

( e i t h e r  b y  m o d i f i c a t i o n  o r  de  n o v o  s y n t h e s i s )  o n e  o r  m o r e  

s p e c i f i c  t R N A s  a n d  t h a t  t h e  tR N A  p o p u l a t i o n ,  so  p r o d u c e d ,  m a y  

d i f f e r  f r o m  t h a t  p r e s e n t  p r i o r  to i n f e c t i o n  in  t h e  r e l a t i v e
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p r o p o r t i o n s  o f  i s o - a c c e p t i n g  t R N A s  a n d / o r  in  i t s  c a p a c i t y  to 

r e c o g n i s e  c e r t a i n  c o d e w o r d s .  S u c h  a m i n o  a c y l - t R N A  m a y ,  

o f  c o u r s e ,  n o t  b e  i n v o l v e d  in  p r o t e i n  s y n t h e s i s  o r  i t  m a y  be  

e n v i s a g e d  t h a t  t h e y  a r e  c o n c e r n e d  e i t h e r  d i r e c t l y  o r  i n d i r e c t l y  

in  t h e  t r a n s l a t i o n  m e c h a n i s m ,  i. e ,  t h e y  m a y  b e  u s e d  a s  

n e c e s s a r y  a d a p t o r s  o r  m a y  be  b l o c k i n g  i n i t i a t i o n  f o r  e x a m p l e .

By  c o r r e l a t i n g  th e  f u n c t i o n s  a l t e r e d ,  a n d  th e  n a t u r e s  of  the  

s y s t e m s  i n v o l v e d ,  i t  s e e m s  p r o b a b l e ,  a t  l e a s t  in  c e r t a i n  c a s e s ,  

t h a t  t h e  m o l e c u l e s  m a y  b e  s e r v i n g  a s  a d a p t o r s  f o r  t h o s e  c o d o n s  

in  R N A  w h i c h ,  u n d e r  n o r m a l  c i r c u m s t a n c e s ,  e i t h e r  do n o t  o c c u r  

o r  a r e  i n f r e q u e n t l y  e n c o u n t e r e d .

I n t e r - r e l a t i o n s h i p s  of  m R N A  c o m p o s i t i o n  a n d  t R N A  

p o p u l a t i o n s  h a v e  b e e n  s h o w n  to o c c u r  in  s e r y l - t R N A  p o p u l a t i o n s  

f r o m  d i f f e r e n t  i m m u n o g l o b u l i n  p r o d u c i n g  t u m o u r s  (Y ang  &

N o v e l l i ,  1968) a n d  in  a  m u t a n t  of  _B̂  p a r a c o l i  w i t h  a n  e l e v a t e d  

p r o p o r t i o n  of  G+C b a s e s  ( G a u s e  & G r u n b e r g e r ,  1968) .  S u c h  a  

s i t u a t i o n  c o u ld  b e  t h e o r e t i c a l l y  e n v i s a g e d  to o c c u r  in  h e r p e s  

s i m p l e x  i n f e c t i o n  o f  B H K Z l / 1 3  c e l l s .  T h e  r a t i o n a l e  a s  p o s t u l a t e d  

b y  S u b a k - S h a r p e  i s  e x p l a i n e d  m o r e  f u l ly  a s  f o l l o w s .

T h e  D N A  of  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  h a s  a  b a s e  c o m p o s i t i o n  of 

68% G+C w h e r e a s  m a m m a l i a n  c e l l s  c o n t a i n  D N A  w i t h  a  b a s e
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c o m p o s i t i o n  o f  4 0 - 4 4 %  G+C. C o m p a r i s o n  of  n e a r e s t  n e i g h b o u r

b a s e  s e q u e n c e  a n a l y s e s  of  t h e s e  two D N A s  s h o w  m o r e

f u n d a m e n t a l  d i f f e r e n c e s  - d i s c r e p a n c i e s  in  t h e  f r e q u e n c y  of

o c c u r r e n c e  of  t h e  d o u b l e t s  C p C ,  GpG, GpC a n d  C pG . I n d e e d

t h e  d o u b l e t  C p G  i s  a l m o s t  e n t i r e l y  a b s e n t  in  c e l l u l a r  D N A  b u t

f r e q u e n t l y  o c c u r s  in  t h e  v i r a l  DNA. T h i s  s i t u a t i o n  w i l l  be

m i r r o r e d  in  t h e  v i r a l  m R N A j i f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  m o s t  of  th e

v i r a l  D N A  i s  p o l y p e p t i d e  s p e c i f y i n g ,  i, e.  , v i r a l  m R N A  w i l l

c o n t a i n  a  m u c h  h i g h e r  p r o p o r t i o n  of t h e s e  d o u b l e t s  t h a n  d o e s

th e  h o s t  m R N A .  S i n c e ,  a s  a  c o n s e q u e n c e  of  n a t u r a l  s e l e c t i o n ,

t h e  t R N A  p o p u l a t i o n  of  t h e  h o s t  c e l l  s h o u l d  b e  o p t i m a l l y  a d a p t e d

to t h e  t r a n s l a t i o n  of c e l l u l a r  m R N A ,  i t  w o u l d  s e e m  r e a s o n a b l e  to

s u g g e s t  t h a t  u n l e s s  e x t e n s i v e  r e d u n d a n c y  e x i s t s  w i t h i n  t h i s

p o p u l a t i o n ,  t R N A s  r e c o g n i s i n g  th e  c o d o n s  ( l )  C G X  (X = Ü, A, C

o r  G), (2) U C G , C C G ,  A C G ,  G CG , a n d  a l s o  (3) (GCU, G C C ,  GCA)

( e c u ,  C C C ,  C C A )  a n d  GGX w o u ld  b e  p o o r l y  r e p r e s e n t e d .  O n

t h e  b a s i s  o f  t h e  W o b b le  h y p o t h e s i s ,  t h e  s h o r t a g e  w o u l d  be  m o s t

a c u t e  w h e r e  t h e  d o u b l e t s  in  q u e s t i o n  o c c u p y  th e  f i r s t  two p o s i t i o n s  

1 2 3
of  a n y  c o d o n  (CGX).  A s s u m i n g  t h a t  t h e  g e n e t i c  c o d e  i s  u n i v e r s a l ,  

t h e  c o d o n s  d e t a i l e d  a b o v e  a r e  a s s i g n e d  to  ( l )  a r g i n i n e ,  (2 ) s e r i n e ,  

p r o l i n e ,  t h r e o n i n e ,  a l a n i n e  a n d  (3) a l a n i n e ,  p r o  l i n e  a n d  g l y c i n e
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r e s p e c t i v e l y .  C o n s e q u e n t l y ,  to  f a c i l i t a t e  r a p i d  t r a n s l a t i o n  of  

v i r a l  n i R N A j t h e  v i r i o n  w o u l d  h a v e  to a l t e r  t h e  b a l a n c e  of  th e  

tR N A  p o p u l a t i o n  e i t h e r  q u a l i t a t i v e l y  o r  q u a n t i t a t i v e l y ,  w i th  

r e s p e c t  to t h e s e  a m i n o a c y l - t R N A s .  No a l t e r a t i o n  w i th  r e s p e c t  

to  l y s y l - t R N A ,  s a y ,  ( r e c o g n i s i n g  AAA o r  AAG) w o u l d  b e  p r e d i c t e d .  

In  o t h e r  w o r d s ,  t h e  v i r u s  w o u l d  e i t h e r  h a v e  to  (i) c o d e  d i r e c t l y  

f o r  n e w  t R N A  m o l e c u l e s  of  t h e  c o d o n  r e c o g n i s i n g  c l a s s  r e q u i r e d ,  

(ii) a l t e r  t h e  c o d o n  r e c o g n i t i o n  of  p r e - e x i s t i n g  h o s t  t R N A s ,  

o r  ( i ii )  s e l e c t i v e l y  i n d u c e  t h e  p r o d u c t i o n  of t h e s e  s p e c i e s  o f  h o s t  

t R N A s .

I t  f o l l o w s ,  t h e r e f o r e ,  f r o m  t h e s e  t h e o r e t i c a l  c o n s i d e r a t i o n s  

t h a t  a n y  m a m m a l i a n  v i r u s  w i t h  DN A of  a  h i g h  G+C c o n t e n t  s h o u l d  

e x p e r i e n c e  s e v e r e  t r a n s l a t i o n a l  p r o b l e m s  d u r i n g  m u l t i p l i c a t i o n .  

P s e u d o r a b i e s  v i r u s  - a  l a r g e  i c o s o h e d ^ r a l  v i r u s  o f  t h e  H e r p e s  

v i r u s  g r o u p  - c o n t a i n s  d o u b l e  s t r a n d e d  D N A  w i t h  a  G+C c o n t e n t  

o f  72% ( B e n - P o r a t  & K a p l a n ,  1962)  a n d  i s ^ t h e r e f o r e ^ e m i n e n t l y  

s u i t a b l e  to  p r o v i d e  a  f u r t h e r  t e s t  o f  t h e  h y p o t h e s i s  o u t l i n e d .

In  a d d i t i o n ,  t h i s  v i r u s , w h i c h  m u l t i p l i e s  in  t h e  c e l l  n u c l e u s ,  

b u t  d i r e c t s  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s  in  th e  c e l l  c y t o p l a s m  ( F u j i w a r a  

& K a p l a n ,  1967;  B e n - P o r a t ,  S h im o n o  & K a p l a n ,  1969 )^h as  

m a n y  t e c h n i c a l  a d v a n t a g e s  o v e r  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  s i n c e  i t
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h a s  a  m u c h  m o r e  r a p i d  g r o w t h  c y c l e ,  a h i g h e r  b u r s t  s i z e  

a n d  s h o w s  e a r l y  c y t o p a t h i c  e f f e c t  ( K a p la n  & V a t t e r ,  1959).

T h e  f o l l o w in g  i n v e s t i g a t i o n s  w e r e  d e s i g n e d  to c o m p a r e  th e  

lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  p o p u l a t i o n s ,  i n  p a r t i c u l a r  th e  tR N A  

p o p u l a t i o n ^ i n  u n i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .
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M A T E R I A L S

a. V i r u s

A  s t r a i n  d e r i v e d  by  3 x  p l a q u e  p u r i f i c a t i o n  f r o m  a  s t o c k  

p r e p a r a t i o n  of p s e u d o r a b i e s  v i r u s  ( K a p la n  & V a t t e r ,  1959) w a  

u s e d  t h r o u g h o u t .  H e r p e s  v i r u s  u s e d  w a s  s t r a i n  o C  H F E M  

( R u s s e l l ,  G o ld ,  K e i r ,  O m u r a ,  W a t s o n  & W i ld y ,  1964),

b. T i s s u e  C u l t u r e  C e l l s

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  a c o n t i n u o u s  l in e  of h a m s t e r  

f i b r o b l a s t s  d e s c r i b e d  b y  M a c p h e r  s o n  & S t o k e r  ( l  962) ,

c.  E n z y m e  s

R i b o n u c l e a s e  and  d e o x y r i b o n u c l e a s e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  S i g m a  C h e m i c a l  Co.  , St. L o u i s ,  M i s s o u r i  o r  f r o m  

W o r t h i n g t o n  B i o c h e m i c a l  C o r p o r a t i o n ,  F r e e h o l d ,  N e w  J e r s e y .

T j  R N a s e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  e i t h e r  th e  W o r t h i n g t o n  

B i o c h e m i c a l  C o r p o r a t i o n  o r  f r o m  S ank y o  & Co .  , T o k y o .

P r o n a s e  B g r a d e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  C a l b i o c h e m  L td .  , 

L o n d o n ,  W. 1.

d. R a d i o  c h e m i c a l s

A l l  l a b e l l e d  c o m p o u n d s  u s e d  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  th e  

R a d i o c h e m i c a l  C e n t r e ,  A m e r  s h a m .
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e.  M e m b r a n e  F i l t e r s

B a c t ,  T  F l e x  M e m b r a n e  f i l t e r s  w e r e  ob tc i ined  f r o m  S c h l e i c h e r  

& S c h u e l l  & Co.  , K e e n e ,  N e w  H a m p s h i r e .  H A W P  0. 45  p p o r e  

d i a m e t e r  m e m b r a n e  f i l t e r s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  M i l l i p o r e  

C o r p o r a t i o n ,  S, A,

G l a s s  C h r o m e d i a  f i l t e r s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  W h a t m a n .

f. 2 , 5 - d i p h e n y l o x a z o l e  ( P P O ) ,  1, 4 - b i s - ( 2 - ( 5 - p h e n y l - o x a z o l y l )  ) - 

b e n z e n e  ( P O P O P )  a n d  h y a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

T h o r n  E l e c t r o n i c s  S c i n t i l l a t o r  D i v i s i o n ,  T o l w o r t h ,  S u r r e y .

g. C h r o m a t o g r a p h i c  M a t e r i a l s

S e p h a d e x - G l O O  w a s  s u p p l i e d  b y  P h a r m a c i a  L td .  , U p p s a l a ,  

S w e d e n .

D E A E  c e l l u l o s e  io n  e x c h a n g e r  w a s  o b t a i n e d  f r o m  W h a t m a n .  

H ig h  f lo  S u p e r c e l  w a s  o b t a i n e d  f r o m  K o c h  L i g h t  

L a b o r a t o r i e s ,  L td .  , C o l n b r o o k ,  B u c k s .

D M C S  t r e a t e d  a n d  w a s h e d  C h r o m o  s o r b  W w a s  o b t a i n e d  f r o m  

J o h n s  M a n v i l l e  P r o d u c t s  C o r p o r a t i o n .

A l i q u o t  336 ( M e t h y l ^ t r i c a p r y l y l  A m m o n i u m  C h l o r i d e )  w a s  

o b t a i n e d  f r o m  G e n e r a l  M i l l s ,  K a n k e e ,  I l l i n o i s .

F r e o n  214  ( t e t r a c h l o r o ,  t e t r a f l u o r o p r o p a n e )  w a s  o b t a i n e d  

f r o m  D u P o n t  de  N e  m o n t s  & Co.  , W i l m i n g t o n ,  D e l a w a r e .
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M e t h y l a t e d  a l b u m i n  w a s  k i n d l y  g i f t e d  b y  D r .  J .  H a y  a n d  

w a s  s t o r e d  o v e r  K O H  in  a  d e s s i c a t o r  a t  4 ”,

h .  A T P ,  A M P  a n d  C T P  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  C a l b i o c h e m  L td .  , 

L o n d o n ,  W. 1. ,  a s  w a s  a  c o m p l e t e  s e t  of  19 g r a d e  A a m i n o  

a c i d s .

A l l  a n a l a r  c h e m i c a l s  e x c e p t  C s C l  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

B D H  L td .  , P o o l e ,  E n g l a n d .  C s C l  w a s  o b t a i n e d  f r o m  Hop k in  

& W i l l i a m s ,  L td .  , E s s e x .

C o m p o s i t i o n  of  m e d i a  a n d  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  

E a g l e ' s  M e d i u m

A  m o d i f i c a t i o n  of  E a g l e ' s  m e d i u m  ( B u s b y ,  H o u s e  & 

M a c d o n a l d ,  1964)  c o n t a i n i n g  100 u n i t s / m l .  o f  P e n i c i l l i n ,

100 pg .  / m l .  o f  S t r e p t o m y c i n ,  0. 002% p h e n o l  r e d  a n d  

0 . 2 pg .  / m l .  o f  t h e  a n t i m y c o t i c  a g e n t  n - b u t y l ,  p - h y d r o x y  

b e n z o a t e  w a s  u s e d .

T r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h  c o n s i s t e d  of  a 2 .  95% s o l u t i o n  

t r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h  (D ifco  B a c t o )  in  d i s t i l l e d  w a t e r ,

E T C  g r o w t h  m e d i u m  w a s  c o m p o s e d  of  80% E a g l e ' s  m e d i u m ,  

10% T r^ rp to s e  p h o s p h a t e  b r o t h  a n d  10% c a l f  s e r u m .
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E C  g r o w t h  m e d i u m  w a s  c o m p o s e d  of 89% E a g l e ’s m e d i u m  

a n d  11% c a l f  s e r u m .

E S Q H  g r o w t h  m e d i u m  w a s  c o m p o s e d  of E a g l e ' s  m e d i u m  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  50 m p - m . o l e s  s e r i n e / m l .  , 100 m p - m o l e s  

o r n i t h i n e / m l .  a n d  100 m p - m o l e s  h y p o x a n t h i n e / m l .

E T H u  g r o w t h  m e d i u m  w a s  c o m p o s e d  of  80% E a g l e ' s  

m e d i u m ,  10% T r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h  a n d  10% h u m a n '  

s e r u m .

A g a r  O v e r l a y  M e d i u m  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  2. 5 m l .  of  

c a l f  s e r u m  a n d  25 m l ,  of  3. 6% D ifco  B a c t o  A g a r  w i t h  

75 m l .  of  E a g l e ' s  m e d i u m  ( 1 . 3  t i m e s  n o r m a l  c o n c e n t r a t i o n ) .

P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  A  (P B S  A) w a s  a  s o l u t i o n  of 

0. 17 M - N a C l ,  3 . 4  m M - K C l ,  10 m M - N a ^  H P O ^  a n d  

2 m M - K H ^ P O ^ ,  p H  7 . 4  ( D u lb e c c o  & V o g t ,  1954).

T r i s -  s a l i n e  w a s  a  s o l u t i o n  25 m M  T r i s - H C l  b u f f e r  p H  7. 4,

0. 14 M - N a C l ,  5 m M - K C l ,  0. 7 m M - N a ^ H P O ^ ,  5 m M - d e x t r o s e ,  

c o n t a i n i n g  0. 002% p h e n o l  r e d ,  100 u n i t s / m l .  o f  P e n i c i l l i n  a n d  

100 pg .  / m l ,  o f  s t r e p t o m y c i n .

V e r s e ne  s o l u t i o n  c o n s i s t e d  of E D T A  d i s s o l v e d  a t  a  

c o n c e n t r a t i o n  of  0. 6 m M  in  P B S  A  to w h i c h  0. 002% of
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p h e n o l  r e d  h a d  b e e n  a d d e d .

T r y p s i n - v e r s e n e  s o l u t i o n  c o n s i s t e d  of 1 v o l u m e  of 0, 2 5% 

t r y p s i n  s o l u t i o n  (D ifco  t r y p s i n  in  T r i s - s a l i n e )  in  4 v o l u m e s  

o f  0, 6 m M - v e r s e n e ,  i. e.  the  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  of t r y p s i n  

w a s  0. 0 5%.

S t a n d a r d  S a l in e  C i t r a t e  (SSC) w a s  a  s o l u t i o n  of  0. 15 M - N a C I  

a n d  15 m M - t r i s o d i u m  c i t r a t e ,  p H  7 . 0 .

A c e t i c / e t h a n o l  m i x t u r e  c o n s i s t e d  of  3 p a r t s  g l a c i a l  a c e t i c  

a c i d  a n d  1 p a r t  e t h a n o l .

C h l o r o f o r m / i s o a m y l  a l c o h o l  m i x t u r e  c o n s i s t e d  o f  50 p a r t s  

c h l o r o f o r m  a n d  1 p a r t  i s o a m y l  a l c o h o l .

90% P h e n o l  w a s  p r e p a r e d  by  m i x i n g  90 m l .  f r e s h l y  d i s t i l l e d  

p h e n o l  w i t h  10 m l .  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  s o l u t i o n  c o u l d  be  

s t o r e d  in  a  d a r k  b o t t l e  in  a n  a t m o s p h e r e  of  n i t r o g e n  w i t h o u t  

d i s c o l o u r a t i o n  o c c u r r i n g .

T o l u e n e  Sc in s  t a n t  f o r  r a d i o a c t i v e  c o u n t i n g  w a s  p r e p a r e d  by 

d i s s o l v i n g  12. 5 g. o f  P P O  a n d  0. 75 g. of  P O P O P  in  2. 5 1. 

o f  A n a l a r  t o l u e n e .

B e n t o n i t e

A  2. 5% s u s p e n s i o n  of b e n t o n i t e  in  10 m M - s o d i u m  a c e t a t e
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p H  6 . 0 w a s  u s e d  t h r o u g h o u t .  T h e  p r e p a r a t i o n  w a s  a s  

f o l l o w s .  B e n t o n i t e  p o w d e r  w a s  s u s p e n d e d  a t  50 m g ,  / m l .  

in  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  th e  f r a c t i o n  s e d i m e n t i n g  b e t w e e n  

6 , 0 0 0  g a n d  2 0 , 0 0 0  g c o l l e c t e d .  T h i s  f r a c t i o n ,  

s u s p e n d e d  in  0. 1 M - E D T A  a t  10 m g ,  / m l .  , w a s  s t i r r e d  

m e c h a n i c a l l y  f o r  24  h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  

p e l l e t  p r o d u c e d  by  r e c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 0 , 000 g f o r  15. 

m i n u t e s  w a s  s u s p e n d e d  in  a n d  d i a l y s e d  a g a i n s t  d i s t i l l e d  

w a t e r .  T h e  f r a c t i o n  s e d i m e n t i n g  a t  20 ,  000 g w a s  

r e c o v e r e d  a n d  s u s p e n d e d  a t  2 5 m g .  / m l ,  in  10 m M - s o d i u m  

a c e t a t e ,  p H  6 . 0 ( C a n t o n i  & D a v i e s ,  1966).

C M C  M e d i u m  w a s  p r e p a r e d  b y  a d d in g  50 m l .  of  E a g l e ' s  

m e d i u m  ( l ,  3 x  n o r m a l  c o n c e n t r a t i o n )  to a n  au  toe  l a v e d  

s u s p e n s i o n  of  ( e t h e r  a n d  a l c o h o l )  w a s h e d  C M C  ( c a r b o x y m e t h y l  

c e l l u l o s e )  in  d i s t i l l e d  w a t e r  (2 g, /  100 m l .  ). T h e  m e d i u m  

w a s  s t o r e d  a t  4 ° ,

K i e s e l g u h r  w a s  p r e p a r e d  by  b o i l i n g  s u s p e n s i o n  of  K o c h  

E i g h t  H ig h  f lo  S u p e r c e l  (20 g. s u s p e n d e d  in  100 m l ,  0, 1 M -  

N a C l ,  50 m M - s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  6 . 25)  f o r  a  f e w  

m i n u t e s  a n d  a l l o w i n g  to  c o o l .

M A K  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  5 m l .  of  a  1% s o l u t i o n  of
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m e t h y l a t e d  a l b u m i n  ( f r e s h l y  d i s s o l v e d )  w i t h  100 m l .  o f  

K i e s e l g u h r  s u s p e n s i o n  w h i c h  h a d  b e e n  pre%uared a s  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  (M a n d e  11 fk H e r s h e y ,  1960) ,

P r o n a s e

P r o n a s e  w a s  s e l f  d i g e s t e d  by  i n c u b a t i o n  f o r  2 h o u r s  

a t  3 7 \

F o r m o l  S a l i n e  (10%) c o n s i s t e d  of 4% v / v  f o r m a l d e h y d e  in  

85 m M - N a C l ,  0, 1 M - N a ^ S O ^ .

G i e m s a  S t a in

A  1. 5% s u s p e n s i o n  o f  G i e m s a  in  g l y c e r o l ,  h e a t e d  a t  

56® f o r  90-120  m i n u t e s  a n d  d i l u t e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  of 

m e t h a n o l  w a s  u s e d  a s  s t o c k  ( D a c i e ,  1956) ,



M E T H O D S

B i o l o g i c a l  M e t h o d s

P a g e  No.

C e l l  a n d  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  C u l t u r e  T e c h n i q u e s  75

O n e - s t e p  G r o w t h  C u r v e  of P s e u d o r a b i e s  V i r u s  80

( I n f e c t i v i t y ; t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n ^  a m i n o  

a c i d  i n c o r p o r a t i o n )

R a d i o a c t i v e  L a b e l l i n g  T e c h n i q u e s  (in  v i v o ) 86

B i o c h e m i c a l  M e t h o d s

C e l l  F r a c t i o n a t i o n  P r o c e d u r e  88

R N A  P r e p a r a t i v e  P r o c e d u r e s  89

D N A  P r e p a r a t i v e  P r o c e d u r e s  93

E s t i m a t i o n  P r o c e d u r e s  97

P r e p a r a t i o n s  of  C r u d e  E n z y m e  E x t r a c t s  99

In v i t r o  E n z y m i c  R e a c t i o n s  101

C h r o m a t o g r a p h i c  P r o c e d u r e s  105

D N A - s R N A  H y b r i d i s a t i o n  109
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M E T H O D S  

B I O L O G I C A L  M E T H O D S

C E L L  C U L T U R E  S Y S T E M S

L o w  p a s s a g e  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  s e e d e d  in  ZOO m l ,  o f

E T C  m e d i u m ,  o r  180 m l .  of  E C  m e d i u m  in to  r o t a t i n g  80 oz .

W i n c h e s t e r  b o t t l e s  (10 c e l l s  p e r  b o t t l e ) ,  a n d  i n c u b a t e d  in  an

a t m o s p h e r e  of  5% CO^ a t  37® on  a  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e  r a c k  of

t h e  t y p e  d e s c r i b e d  b y  H o u s e  a n d  W ild y  (196 5). 2 - 3  d a y s  l a t e r ,

w h e n  a  c o n f l u e n t  m o n o l a y e r ,  4 x  10^ c e l ] s / b o t t l e , h a d  f o r m e d ,

th e  c e l l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  th e  w a l l s  of  t h e  b o t t l e  by  t r e a t m e n t

w i t h  T r y p s i n - v e r s e n e , w a s h e d  in  E T C  o r  E C  a n d  d i s p e n s e d  in to

7r o l l e r  b o t t l e s  a t  a p p r o x i m a t e l y  2 x 1 0  c e l l s  p e r  b o t t l e .  T h e  c e l l  

l i n e  w a s  s u b s e q u e n t l y  m a i n t a i n e d  by  s i m i l a r  s e r i a l  d i l u t i o n ,

R o l l e r  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  c o n f l u e n t  m o n o l a y e r s ,  p r o d u c e d  a s  

a l r e a d y  d e s c r i b e d ,  w e r e  u s e d  f o r  m o s t  p r e p a r a t i v e  p r o c e d u r e s .  

C e l l  c u l t u r e s  w e r e  a l s o  g r o w n  in  b a b y  b o t t l e s ,  in  50 m m ,  p l a s t i c  

p l a t e s  a n d  in  50 m m .  p l a s t i c  p l a t e s  c o n t a i n i n g  3 x 1 3  m m .  g l a s s  

c o v e r  s l i p s .  In  t h e  l a t t e r  c a s e s ,  t h e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  in  a 

c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  i n c u b a t o r  f l u s h e d  w i t h  a  5% C O ^  a i r  m i x t u r e ,  

B H K 2 1 / 1 3  c u l t u r e s ^  in  w h i c h  m e t a b o l i c  f u n c t i o n  w a s  d e p r e s s e d  

w e r e  p r o d u c e d  by  m a i n t a i n i n g  s p a r s e  c e l l  m o n o l a y e r s  f o r  4  d a y s
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in  s e r u m  d e f i c i e n t  m e d i u m  ( B u r k ,  1967), E S O H  w a s  u s e d  f o r  

p r e e x i s t i n g  m o n o l a y e r s  b u t  w i th  c e l l  s u s p e n s i o n s  t h i s  m e d i u m  

w a s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0. 25% c a l f  s e r u m  to f a c i l i t a t e  c e l l  

a d h e s i o n .

P r o c e d u r e  f o r  I n f e c t i n g  C e l l s  w i t h  P s e u d o r a b i e s  V i r u s 

fa.) H ig h  S e r u m  S y s t e m

E C  g r o w t h  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  f r o m  r o l l e r  b o t t l e  

c u l t u r e c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  4 x  10^ B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  

p e r  bo t t le^  a n d  r e p l a c e d  b y  e i t h e r  a  20 m l .  i n o c u l u m  of 

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  (10^^  p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p e r  b o t t l e  

in  E C  m e d i u m )  o r  20 m l .  of  E C  m e d i u m .  A f t e r  a  v i r a l  

a d s o r p t i o n  p e r i o d  of  60 m i n u t e s  a t  37® t h e  c u l t u r e s  w e r e  

f e d  w i t h  a  f u r t h e r  100 m l .  o f  E C  m e d i u m  a n d  i n c u b a t e d  a t  

37® t i l l  h a r v e s t i n g .

(b) S e r u m  D e f i c i e n t  S y s t e m

E S O H  m e d i u m ,  r e m o v e d  f r o m  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  in  

a  s t e r i l e  f a s h i o n ,  w a s  m a i n t a i n e d  i n  a n  a t m o s p h e r e  of  5%

C O ^  a t  37®. T h e  c u l t u r e s  w e r e  e i t h e r  m o c k - i n f e c t e d  w i th  

20 m l .  of  u s e d  m e d i u m  o r  i n o c u l a t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

in  20 m l .  of  t h e  u s e d  m e d i u m  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  of 

20 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p e r  c e l l .  A f t e r  a  v i r a l  a d s o r p t i o n
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p e r i o d  of  60 m i n u t e s  a t  37®, th e  c u l t u r e s  w e r e  f e d  w i th  

100 m l .  of  th e  u s e d  m e d i u m  a n d  i n c u b a t e d  a t  37® t i l l  

h a r v e s t i n g .

P r o d u c t i o n  of P s e u d o r a b i e s  V i r u s  S to c k s

T h e  K a p l a n  s t r a i n  of  p s e u d o r a b i e s  v i r u s ,  p r o p a g a t e d  in  

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  f o r m e d  th e  o r i g i n a l  s t o c k  ( K a p la n  & V a t t e r ,

1959) .  T h e  s t r a i n  w a s  g e n e t i c a l l y  p u r i f i e d  b y  t h r e e  s u c c e s s i v e  

" s i n g l e ” p l a q u e  i s o l a t i o n s .  T h e  a p p e a r a n c e  o f  o n e  p l a q u e  in  o ne  

c u l t u r e  in  t w e n t y  w a s  u s e d  a s  th e  c r i t e r i o n  of  " s i n g l e ” , s i n c e  

t h i s  i m p l i e d  t h a t  t h e  p l a q u e  h a d  a r i s e n  f r o m  o n l y  o n e  v i r u s  

p a r t i c l e .  A t  e a c h  s t a g e ,  t h e  p l a q u e s  o b t a i n e d  w e r e  p r o p a g a t e d  

in  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  f o r  s t o r a g e  a t  - 7 0 °  in  T r i s - s a l i n e  C a  10%,

B H K 2 1 / 1 3  c e l l  c u l t u r e s  in  r o l l e r  b o t t l e s ,  w h e n  n e w l y  c o n f l u e n t ,  

w e r e  i n f e c t e d  in  20 m l .  E T C  a t  a  m u l t i p l i c i t y  of  1 p l a q u e  f o r m i n g  

u n i t  p e r  300 c e l l s .  T h e  v i r u s  i n o c u l u m  w a s  a l l o w e d  to a d s o r b  to 

t h e  c e l l s  f o r  1 h o u r  a t  37° a s  t h e  b o t t l e  r o t a t e d .  A f t e r  a d s o r p t i o n  

100 m l .  of E T C  m e d i u m  w a s  a d d e d  a n d  t h e  b o t t l e  r e t u r n e d  to  t h e  

r o l l e r  r a c k  to  b e  i n c u b a t e d  a t  37° f o r  2 7 - 3 6  h o u r s .  A f t e r  t h i s  

t i m e , t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  s h a k i n g  th e  b o t t l e  to  d i s l o d g e  

th e  c e l l  s h e e t  in to  th e  m e d i u m ,  th e  e x c e s s  m e d i u m  b e i n g  r e m o v e d  

b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  10 m i n u t e s  a t  900 g. T h e  v i r u s  c o n t a i n i n g
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c e l l  p e l l e t  w a s  disx’u p t e d  by  s o n i c a t i o n  f o r  5 m i n u t e s  a t  60 m .  

a m p e r e s  in  t h e  D a w e  S o n i c l e a n  G e n e r a t o r .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  

a t  900 g  ̂ t h e  s u p e r n a t a n t ,  w h i c h  c o n t a i n e d  th e  v i r u s  p a r t i c l e s ,  

w a s  r e m o v e d  to 4 ° w h i l e  t h e  d e b r i s  w a s  r e  s u s p e n d e d  in  

T r i s - s a l i n e  C a  10% (2. 5 m l ,  f o r  e v e r y  r o l l e r  b o t t l e  u s e d  i n i t i a l l y ) ,  

a n d  t h e n  s o n i c a t e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a s  b e f o r e .  T h e  s u p e r n a t a n t  

f r a c t i o n  w a s  a g a i n  r e m o v e d  a n d  p o o l e d  w i t h  t h a t  o b t a i n e d  a t  t h e  

p r e v i o u s  s t e p .  T h i s  c o m b i n e d  f r a c t i o n  w a s  s u b s e q u e n t l y  s t o r e d  

a t  - 7 0 °  f o r  u s e  a s  v i r a l  i n o c u l u m ,  o r  f o r  e x t r a c t i o n  of  t h e  v i r a l  

DNA.

P l a q u e  A s s a y s  f o r  P s e u d o r a b i e s  V i r u s

(a) D i l u t i o n s  of  v i r u s  in  T r i s - s a l i n e  C a  10% w e r e  a d d e d  to 

s u s p e n s i o n s  of  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a t  4 x  10^ c e l l s  p e r  m l . .

T h e  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  m a i n t a i n e d  in  s u s p e n s i o n  f o r  1 h o u r  a t  

37°  to  a l l o w  a d s o r p t i o n  to o c c u r  a n d  t h e n  a l i q u o t s  of  4  x  10^ 

c e l l s  w e r e  d i s p e n s e d ^  in  4 m l .  of  ETC^ in to  50 m m ,  p l a s t i c  

p l a t e s .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  37° f o r  3 h o u r s ^ t h e  m e d i u m  w a s  

r e m o v e d  a n d  r e p l a c e d  b y  3 m l ,  of a g a r  o v e r l a y  m e d i u m .

T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  a t  37° a n d  27 h o u r s  l a t e r  th e  

c u l t u r e s  w e r e  f i x e d  b y  e x p o s u r e  to  f o r m o l  s a l i n e  f o r  10 

m i n u t e s .  T h e  a g a r  o v e r l a y  w a s  t h e n  f l o a t e d  off  in  w a r m
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w a t e r  a n d  t h e  c e l l  s h e e t  s t a i n e d  w i th  G i e m s a  f o r  10 

m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A  m a x i m u m  of  200 p l a q u e s  

p e r  p l a t e  w e r e  c o u n t e d  u s i n g  a  d i s s e c t i n g  m i c r o s c o p e .

(h) D i l u t i o n s  of  v i r u s  in  T r i s - s a l i n e  C a  10% w e r e  a d d e d ^ in  

v a r i o u s  v o l u m e s ^ t o  m o n o l a y e r  c u l t u r e s  of B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  

i n  50 m m .  p l a s t i c  p l a t e s .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  

a t  37°  f o r  1 h o u r  w i t h  f r e q u e n t  a g i t a t i o n  to a l l o w  a d s o r p t i o n  

to  o c c u r .  T h e  i n f e c t i n g  m e d i u m  w a s  t h e n  r e m o v e d ,  a n d  

3 m l .  of a g a r  o v e r l a y  o r  C M C  o v e r l a y  w e r e  a d d e d .  T h e  

p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  a t  37° f o r  27 h o u r s  b e f o r e  th e  

c u l t u r e s  w e r e  f i x e d  a n d  s t a i n e d ^ a s  a l r e a d y  d e s c r i b e d  a n d  th e  

n u m b e r  of  v i r a l  p l a q u e s  e s t i m a t e d .

A s s a y  f o r  I n f e c t i o u s  C e n t r e s

M o n o l a y e r  c u l t u r e s  of p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3

c e l l s  w e r e  t h o r o u g h l y  w a s h e d  w i t h  T r i s - s a l i n e  a n d  g e n t l y

o 3
t r y p s i n i s e d  to  g iv e  m o n o - d i s p e r s e  s u s p e n s i o n s .  10 o r  10 

c e l l s  f r o m  e a c h  of t h e s e  s u s p e n s i o n s  w e r e  a d d e d  to  4 x  10^ 

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  in  s u s p e n s i o n  a n d  d i s p e n s e d , i n  4  m l .  E T C ,  in to  

p l a s t i c  p l a t e s .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  37°  f o r  3 h o u r s ,  t h e  g r o w t h  

m e d i u m  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l  s h e e t s  w e r e  o v e r l a y e d  w i th  

a g a r  m e d i u m .  T h e  i n c u b a t i o n  w a s  c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  27 h o u r s



80.

T h e  c e l l  m o n o l a y e r s  w e r e  f i x e d  a n d  s t a i n e d  a s  b e f o r e  a n d  th e  

n u m b e r  of  p l a q u e s  w h i c h  h a d  f o r m e d  w e r e  t a k e n  a s  a n  e s t i m a t e  

of  t h e  n u m b e r  of  i n f e c t i o u s  c e n t r e s  p r e s e n t  in  th e  o r i g i n a l  

i n o c u l u m .

O n e - s t e p  G r o w t h  C u r v e  of P s e u d o r a b i e s  V i r u s  in  a  
H ig h  S e r u m  T i s s u e  C u l t u r e  S y s t e m

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  s u s p e n d e d  in  E T C  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of 

4 x 1 0 ^  c e l l s  p e r  m l .  , w e r e  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  of  5 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p e r  c e l l .

A f t e r  a  v i r a l  a d s o r p t i o n  p e r i o d  of  18 h o u r s  a t  4 ° , t h e  c e l l s

w e r e  t h e n  w a s h e d  w i t h  w a r m  T r i s - s a l i n e  C a  10%, d i s p e n s e d

in to  p l a s t i c  p l a t e s  (4 x  10^ c e l l s / p l a t e )  in  4 m l .  o f  E T C  a n d

i n c u b a t e d  a t  3 7° .  A t  h o u r l y  i n t e r v a l s  f r o m  1 - 1 2  h o u r s  p o s t

i n f e c t i o n ,  a t  24 h o u r s  a n d  a t  48  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  t h e  c e l l s

f r o m  2 p l a t e s  w e r e  s u s p e n d e d  in  th e  g r o w t h  m e d i u m  a n d  the

r e s u l t a n t  s u s p e n s i o n  d i v i d e d  in to  2 a l i q u o t s .  O ne  a l i q u o t  w a s

s o n i c a t e d  f o r  f i v e  m i n u t e s  a t  6 0 m .  a m p e r e s  in  t h e  D a w e

S o n i c l e a n  G e n e r a t o r  a n d  th e  p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p r e s e n t  in

t h e  r e s u l t a n t  l y s a t e  w e r e  e s t i m a t e d  by  th e  s t a n d a r d  a s s a y  p r o c e d u r e ( a )

T h i s  m e a s u r e d  th e  t o t a l  i n f e c t i o u s  v i r u s  p r o d u c e d .

T h e  s e c o n d  a l i q u o t  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  900 g to  r e m o v e  th e
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c e l l s  a n d  t h e  c e l l - f r e e  v i r u s  p r o d u c e d  w a s  e s t i m a t e d  by  

a s s a y i n g  th e  p l a q u e  f o r m i n g  a b i l i t y  of t h e  s u p e r n a t a n t  

f l u id .  I n f e c t i o u s  c e n t r e  e s t i m a t i o n s  w e r e  a l s o  m a d e  a t  

h o u r l y  i n t e r v a l s  up  to  s e v e n  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .

O n e - s t e p  G r o w t h  C u r v e  of P s e u d o  r a b i e s  V i r u s  in  a  S e r u m  
D e f i c i e n t  S y s t e m

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  in  s u s p e n s i o n ,  w e r e  s e e d e d  in to  50 m m .

p l a s t i c  p l a t e s  ( 1 . 5 x 1 0 ^  c e l l s  p e r  p l a t e )  in  10 m l .  of  E S O H

0. 2 5% C a  m e d i u m  a n d  i n c u b a t e d  a t  37° f o r  4 d a y s .  T h e  m e d i u m

w a s  r e m o v e d  in  a  s t e r i l e  f a s h i o n  a n d  m a i n t a i n e d  a t  37° in  a n

a t m o s p h e r e  of 5% C O ^.  T h e  c u l t u r e s  w e r e  t h e n  i n o c u l a t e d

a t  a m u l t i p l i c i t y  of  e x p o s u r e  of  10 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p e r  c e l l

i n  0. 5 m l .  o f  t h e  m e d i u m  r e m o v e d  f r o m  th e  c u l t u r e s .  A f t e r

a l l o w i n g  1 h o u r  a t  37° f o r  v i r a l  a d s o r p t i o n ,  t h e  c e l l  s h e e t  w a s

w e l l  w a s h e d  w i t h  w a r m  u s e d  m e d i u m  a n d  5 m l .  of  t h i s  u s e d  m e d i u m

w a s  a d d e d  b a c k  to  t h e  p l a t e s .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  o n c e

m o r e  a t  3 7 ° .  E s t i m a t e s  o f  th e  t o t a l  v i r u s  p r o d u c e d  p e r  p l a t e

w e r e  m a d e  a t  h o u r l y  i n t e r v a l s  f r o m  1 -1 2  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n

a n d  a t  24 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  by  th e  s t a n d a r d  p l a q u e  a s s a y

t e c h n i q u e  (a).
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S i m u l t a n e o u s  Inc  o r  p o r a t i o n  of A m i n o  A c i d s  d u r i n g  P s e u d o r a b i e s
V i r u s  I n f e c t i o n  E x a m i n e d  i n ( l )  A H ig h  S e r u m  S y s t e m  and(z).
A  S e r u m  D e f i c i e n t  S y s t e m

1. H ig h  S e r u m  S y s t e m .

A l l  th e  f o l l o w in g  p r o c e d u r e s  w e r e  a t  37° .

B a b y  b o t t l e  c u l t u r e s  of  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  g r o w n  to 

c o n f l u e n c e  in  E C ,  w e r e  m o c k  i n f e c t e d  w i t h  0. 5 m l .  E C ,  o r  

i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a m u l t i p l i c i t y  of e x p o s u r e  

of  20 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p e r  c e l l , i n  0. 5 m l .  E C ,  A f t e r  

a n  a d s o r p t i o n  p e r i o d  of 1 h o u r  a t  3 7 ° ,  th e  c u l t u r e s  w e r e  f e d  

w i t h  10 m l .  of E C  a n d  th e  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d .  At  2 h o u r s ,  

4 h o u r s ,  6 h o u r s ,  8 h o u r s  a n d  1 0 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  t h e  

m e d i u m  w a s  r e m o v e d  f r o m  2 u n i n f e c t e d  a n d  2 p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  c u l t u r e s ,  and  w a s  r e p l a c e d  b y  1 m l ,  of  E C

2. 5 m M  w i t h  r e s p e c t  to o r n i t h i n e ,  c o n t a i n i n g  a  m i x t u r e  of 

^^h ] l y s i n e  a n d  [ ^ ^ c ]  a r g i n i n e .  15 m i n u t e s  l a t e r  th e  r a d i o -  

a c t i v e l y  l a b e l l e d  m e d i u m  w a s  r e m o v e d  a n d  th e  c u l t u r e s ,  

w a s h e d  2 x  w i t h  E a g l e ’s m e d i u m ,  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  a  

f u r t h e r  10 m i n u t e s  in  E C  c o n t a i n i n g  20 x  t h e  n o r m a l  a m o u n t  

o f  a r g i n i n e  h y d r o c h l o r i d e  a n d  l y s i n e  h y d r o c h l o r i d e .  T h e  

c u l t u r e s  w e r e  t h e n  c h i l l e d  a n d  th e  c e l l  s h e e t ,  w a s h e d  s e v e r a l  

t i m e s  w i t h  i c e - c o l d  P B S  A, w a s  s u s p e n d e d  in  P B S  A  a t  4 ° .
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C e l l s  w e r e  d i s r u p t e d  by  two c y c l e s  of s o n i c a t i o n  a t  

60 m .  a m p e r e s  in  b, D a w e  S o n i c l e a n  g e n e r a t o r  a n d  th e  

[^"^c]  a r g i n i n e  a n d  [ ^ h ]  l y s i n e  i n c o r p o r a t i o n  in to  500 pg.  

o f  p r o t e i n ,  a s  e s t i m a t e d  b y  th e  m e t h d d  o f  D o w r y ,  R o s e b r o u g h ,  

F a r r  & R a n d a l l  (1951) ,  w e r e  m e a s u r e d  a s  t r i c h l o r a c e t i c  

a c i d  i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  (p. 98 ).

2. S e r u m  D e f i c i e n t  S y s t e m

BHK2 1 /1  3 c e l l s ,  in  s u  s p o n s i o n ,  w e  r e  s e e d e d  in to  50 m m .  

p l a t e s  (1. 5 X 10 c e l l s / p l a t e )  in  10 m l .  o f  E S O H  0. 25% C a  

m e d i u m  a n d  i n c u b a t e d  a t  37° f o r  4 d a y s .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  

t h e n  e i t h e r  i n o c u l a t e d  w i t h  0. 5 m l .  of th e  m e d i u m  r e m o v e d  

f r o m  th e  c u l t u r e s  o r  w i th  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  

o f  e x p o s u r e  of  20 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  %Dcr c e l l  ( in 0, 5 m l ,  

o f  u s e d  m e d i u m ) .  A f t e r  a l l o w i n g  1 h o u r  a t  37° f o r  v i r a l  

a d s o r p t i o n ,  1. 5 m l .  of t h e  u s e d  m e d i u m  - m a i n t a i n e d  a t  37° 

i n  a n  a t m o s p h e r e  of 5% C O 2 - w a s  a d d e d  to  th e  p l a t e s  a n d  th e  

c u l t u r e s  r e i n c u b a t e d  a t  3 7 ° .  A t  2, 4 ,  6, 8 a n d  10 h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n  t h e  c u l t u r e s  w e r e  p u l s e d  f o r  15 m i n u t e s  in  2. 5 m l .

E C  c o n t a i n i n g  e i t h e r  a  m i x t u r e  of [ ^ h ] l a b e l l e d  a r g i n i n e  a n d  

[ ^ ^ c ]  l a b e l l e d  l y s i n e ,  o r  a  m i x t u r e  o f  [ ^ h } l a b e l l e d  v a l i n e  

a n d  [ ^ ^ c ]  l a b e l l e d  l y s i n e ,  o r  a  m i x t u r e  of  l a b e l l e d  v a l in e
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a n d  [ ^ h ] l a b e l l e d  a r g i n i n e .  In a l l  c a s e s ,  t h e  m e d i u m  u s e d  

w a s  2. 5 m M  w i th  r e s p e c t  to o r n i t h i n e .  A t  e a c h  t i m e  

i n t e r v a l ,  2 u n i n f e c t e d  a n d  2 p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  

c u l t u r e s  w e r e  l a b e l l e d  w i th  e a c h  of  t h e s e  m i x t u r e s .  A f t e r  

r e m o v a l  of th e  p u l s e  a n d  w a s h i n g  w i t h  w a r m  E a g l e ' s  m e d i u m ,  

t h e  c u l t u r e s  w e r e  c h a s e d  f o r  10 m i n u t e s  w i t h  2 m l .  of u s e d  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  20 x  th e  n o r m a l  a m o u n t  of a r g i n i n e  

h y d r o c h l o r i d e ,  l y s i n e  h y d r o c h l o r i d e  a n d  v a l i n e .  T h e  

c u l t u r e s  w e r e  t h e n  c h i l l e d ,  w a s h e d  t w i c e  w i t h  i c e - c o l d  

P B S  A  a n d  s u s p e n d e d ^ u s i n g  a r u b b e r  p o l i c e m a n , i n  1 m l .  o f  

i c e - c o l d  P B S  A. A f t e r  d i s r u p t i o n  by  two c y c l e s  of s o n i c a t i o n  

a t  60 m .  a m p e r e s  in  a  D a w e  S o n i c l e a n  G e n e r a t o r ,  t h e  a r g i n i n e ,  

l y s i n e  o r  v a l i n e  i n c o r p o r a t i o n  in to  200 pg.  of  p r o t e i n  w e r e  

m e a s u r e d  a s  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  (p. 98 ),

R a t e  of  D N A  S y n t h e s i s  D u r i n g  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n

(a) H ig h  S e r u m  S y s t e m

C u l t u r e s  of BHK2 1 /1  3 c e l l s ,  g r o w n  to  c o n f l u e n c e  in  E C  

in  50 m m .  p l a s t i c  p l a t e s  c o n t a i n i n g  3 x 1 3  m m .  c o v e r  s l i p s ,  

w e r e  i n f e c t e d  in  1 m l .  E C  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a 

m u l t i p l i c i t y  of  10 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p e r  c e l l .  C e l l s  m o c k "  

i n f e c t e d  w i t h  1 m l .  of  E C  w e r e  u s e d  a s  c o n t r o l s .  A f t e r  a n
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a d s o r p t i o n  p e r i o d  of  1 h o u r  a t  37® a  f u r t h e r  1 m l .  of  E C  

w a s  a d d e d  to e a c h  p l a t e .  At h o u r l y  i n t e r v a l s  f r o m  2 - 9  h o u r s  

p o s t  i n f e c t i o n  o n e  c o n t r o l  a n d  one  i n f e c t e d  c u l t u r e  w e r e  

p u l s e d  w i t h  10 pC of t h y m i d i n e  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y

1 C / m - m o l e )  f o r  1 h o u r  b e f o r e  r e m o v i n g  t h e  c o v e r  s l i p s  

f r o m  th e  c u l t u r e s .  E x c e s s  r a d i o a c t i v i t y  w a s  r e m o v e d  f r o m  

t h e s e  c o v e r  s l i p s  by  2 r i n s e s  in  P B S  A a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

b e f o r e  th e  c u l t u r e s  w e r e  f i x e d  by  i m m e r s i n g  th e  c o v e r  s l i p s  

in  a  m i x t u r e  of a c e t i c  a c i d  a n d  e t h a n o l  (3:1) f o r  10 m i n u t e s  

a t  4®. T h e  r a t e  of D N A  s y n t h e s i s  p e r  c o v e r  s l i p  w a s  

m e a s u r e d  a s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  l a b e l  in  1 h o u r  in to

t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  p r o d u c t .  R a d i o a c t i v i t y  w a s  

m e a s u r e d  b y  m e t h o d  4 on  p. 98,

(b) S e r u m  D e f i c i e n t  S y s t e m

T h e  p r o c e d u r e s  u s e d  f o r  r a d i o a c t i v e  l a b e l l i n g  a n d  

e s t i m a t i o n  w e r e  i d e n t i c a l  to  t h o s e  o u t l in e d  in  S e c t i o n  (a) 

a b o v e .  H o w eve r^  t h e r e  w e r e  d i f f e r e n c e s  in  t i s s u e  c u l t u r e  

a n d  v i r u s  i n f e c t i o n  m e t h o d s .  T h o s e  u s e d  a r e  d e s c r i b e d  

b e lo w .

B HK 2 1 /1  3 c e l l s ,  in s u s p e n s i o n ,  w e r e  s e e d e d  in to  50 m m .  

p l a s t i c  p l a t e s  c o n t a i n i n g  3 x  13 m m ,  c o v e r  s l i p s  ( l .  5 x  10^ 

c e l l s / p l a t e )  in  10 m l .  E S O H  0. 2 5% C a  m e d i u m  a n d  i n c u b a t e d
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a t  37® f o r  4 d a y s .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  t h e n  e i t h e r  

i n o c u l a t e d  w i t h  0. 5 m l .  of  th e  m e d i u m  r e m o v e d  f r o m  th e  

c u l t u r e s  o r  w i t h  p s e u d o r a h i e s  v i r u s  a t  a  i m u l t i p l i c i t y  o f  

e x p o s u r e  of  10 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p e r  c e l l  (in 0. 5 m l .  

o f  u s e d  m e d i u m ) .  A f t e r  a l l o w i n g  1 h o u r  a t  37® f o r  v i r a l  

a d s o r p t i o n  1. 5 m l .  of th e  u s e d  m e d i u m  w h i c h  h a d  b e e n  

m a i n t a i n e d  a t  37® in  a n  a t m o s p h e r e  of 5% CO^, w a s  a d d e d  

to t h e  p l a t e s  a n d  th e  c u l t u r e s  r e i n c u b a t e d  a t  37®,

R a t e  of P r o t e i n  S y n t h e s i s  d u r i n g  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n 

H i g h  S e r u m  S y s t e m

T h e  r a t e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w a s  e s t i m a t e d  a s  th e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  [ '^h ] l a b e l ,  d e r i v e d  f r o m  [ ^ h ] s e r i n e ,  

c o n v e r t e d  in to  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  p r o d u c t  in  1 h o u r .  

T h e  p r o c e d u r e  u s e d  d e v i a t e d  o n ly  f r o m  t h a t  o u t l i n e d  f o r  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  of t h y m i d i n e  in  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  in

t h e  c o m p o s i t i o n  of  t h e  m e d i u m  u s e d  to l a b e l  t h e  c e l l s .  In 

t h i s  c a s e ^ l O  pC  of [ ^ h ] s e r i n e  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  1 5 I m C / m - m o l e )  

in  2 i n l .  o f  E C  w a s  ù s e d .

In  V iv o  L a b e l l i n g  P r o c e d u r e s

R N A  w a s  l a b e l l e d  in  th e  u r i d i n e  m o i e t y  b y  i n c u b a t i n g  n e w l y
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c o n f l u e n t  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  of  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a t  37°  in  

20 m l .  o f  E C ,  2 p M  w i t h  r e s p e c t  to u r i d i n e  a n d  c o n t a i n i n g  

v a r i o u s  a m o u n t s  of r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  u r i d i n e .  B o th  [ 

u r i d i n e  ( - 5 - T )  a n d  [^"^c] u r i d i n e  (G) w e r e  u s e d .  T h e  u n l a b e l l e d  

u r i d i n e  w a s  a d d e d  b o t h  to l o w e r  th e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  a n d  to 

a t t e m p t  to  a s s i s t  p e r m e a t i o n  of t h e  l a b e l l e d  m a t e r i a l  in to  th e  

c e l l .

T h e  s a m e  b a s i c  t e c h n i q u e  w a s  u s e d  to r a d i o a c t i v e l y  l a b e l  

t h e  m e t h y l  g r o u p s  p r e s e n t  in  c e r t a i n  s p e c i e s  o f  R N A .  T h a t  i s  to 

s a y ,  n e w l y  c o n f l u e n t  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  of  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  

w e r e  i n c u b a t e d  a t  37°  in  20 m l .  of EC,  20 m.M w i t h  r e s p e c t  to 

a m m o n i u m  f o r m a t e  a n d  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  a m o u n t s  of [^"^c] 

m e t h y l  m e t h i o n i n e .  T h e  a m m o n i u m  f o r m a t e  w a s  a d d e d  to  

m i n i m i s e  th e  i n c o r p o r a t i o n  of  th e  r a d i o a c t i v e  l a b e l  in to  t h e  r i n g  

s t r u c t u r e  of  t h e  c o m p o n e n t  n u c l e i c  a c i d  b a s e s  ( D a v i d s o n ,  1965).

In  V iv o  C h a s e  P r o c e d u r e

R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  of r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  a f u r t h e r  h o u r  in  E C  m e d i u m ^  100 p M  

w i t h  r e s p e c t  to  n o n - r a d i o a c t i v e  u r i d i n e , b e f o r e  t h e  c e l l s  w e r e  

h a r v e s t e d .
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B I O C H E M I C A L  M E T H O D S

P s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l  c u l t u r e s  u s e d  in  th e  

f o l l o w i n g  t e c h n i q u e s  h a d  b e e n  i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  of 

e x p o s u r e  of  20 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p e r  c e l l .

C E L L  F R A C T I O N A T I O N  P R O C E D U R E

T h e  f o l l o w in g  s t e p s  w e r e  c a r r i e d  ou t  a t  4 ° .  R o l l e r  b o t t l e  

c u l t u r e s  o f  m o c k - i n f e c t e d  o r  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  

w e r e  h a r v e s t e d  b y  s c r a p i n g  in to  i c e - c o l d  P B S  A. T h e  c e l l s  

w e r e  s p u n  d o w n  a t  4 °  b y  lo w  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  a t  900 g a n d  

r e  s u s p e n d e d  in  P B S  A. T h e  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e  su  s p o n s i o n  

p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  t w i c e  w i t h  P B S  A a n d  th e  c e l l s ,  r e s u s p e n d e d  

in  2 X  p a c k e d  c e l l  v o l u m e  of i c e - c o l d  h y p o t o n i c  b u f f e r  

(10 m M - T r i s - H C l ,  p H  7. 5, 1. 5 m M - M g C l ^ ,  10 m M - K C l  a n d

0. 0 5% b e n t o n i t e ) ,  w e r e  a l l o w e d  to s w e l l  f o r  t e n  m i n u t e s  a t  4 ° .

T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  d i s r u p t e d  by  g e n t l e  h o m o g e n i s a t i o n  w i t h  a  

P o t t e r  t y p e  h o m o g e n i s e r  a n d  th e  n u c l e i  a n d  a n y  u n d i s r u p t e d  c e l l s  

(^  1%) r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  900 g ( P e n m a n ,  S c h e r r e r ,

B e c k e r  & D a r n e l l ,  196 3). T h e  r e s u l t a n t  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n  

w i l l  h e r e a f t e r  b e  t e r m e d  th e  ' c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  a n d  t h e  

p e l l e t  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  . In  c e r t a i n  c a s e s ,  a  f u r t h e r  

f r a c t i o n a t i o n  w a s  u n d e r t a k e n ,  th e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  b e in g
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s p u n  f o r  1 h o u r  a t  105,  000 g in  th e  SW 39 r o t o r  of  t h e  

S p in c o  M o d e l  L  U l t r a c e n t r i f u g e  to y i e l d  a  r i b o s o m a l  p e l l e t  

a n d  a  n o n - p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n .

R N A  P R E P A R A T I V E  P R O C E D U R E S

(a) Two m e t h o d s  w e r e  u s e d  f o r  e x t r a c t i n g  t h e  t o t a l  R N A  

c o n t e n t  of c e l l  f r a c t i o n s .

(i) T h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  a n d  t h e  n o n - p a r t i c u l a t e  

f r a c t i o n s  w e r e  d e p r o t e i n i s e d  b y  a g i t a t i o n  f o r  10 m i n u t e s  

w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  of  c o ld  80% p h e n o l ,  0 . 1 %

8 - h y d r o x y - q u i n o l i n e  f o l l o w e d  by  c e n t r i f u g a l  p h a s e  

s e p a r a t i o n  ( B u r d o n ,  M a r t i n  & D a l ,  1967) .

(ii) T h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  a n d  th e  r i b o s o m a l  p e l l e t  

w e r e  i n c u b a t e d  a t  37® f o r  10 m i n u t e s  w i t h  2% SDS b e f o r e  

d e p  r o t e  in i  s a t i o n  b y  c o ld  p h e n o l  e x t r a c t i o n .  In  a l l  c a s e s ,  

t h e  i n t e r p h a s e s  p r o d u c e d  d u r i n g  p h e n o l  d e p r o t e i n i s a t i o n  

w e r e  r e - e x t r a c t e d ,  a n d  th e  R N A  o b t a i n e d  f r o m  th e  p o o l e d  

a q u e o u s  p h a s e s ,  b y  p r e c i p i t a t i o n  a t  - 2 0 °  in  2% s o d i u m  

a c e t a t e  a n d  67% e t h a n o l ,  w a s  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  

a t  700 g. f o r  30 m i n u t e s  a t  - 1 0 ° .  T h e  R N A  s a m p l e s  

w e r e  e x t e n s i v e l y  w a s h e d ,  d r i e d  w i t h  e t h e r  a n d  d i s s o l v e d  

in  th e  p r e s e n c e  of  b e n t o n i t e  e i t h e r  in  SSC o r  in



90.

50 m M "  s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r ,  p H  5, 5.

(b) L o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  4 s  R N A  f o r  u s e  in  h y b r i d i s a t i o n  

e x p e r i m e n t s  w a s  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s .  R N A , e x t r a c t e d

a t  8 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  (a s  o u t l i n e d  a b o v e )  f r o m  th e  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  of  m o c k - i n f e c t e d  o r  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s ,  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  b e t w e e n  3 a n d  8 h o u r s  

p o s t  i n f e c t i o n ,  w a s  f u r t h e r  f r a c t i o n a t e d  on  S e p h a d e x - G I O O .

T h e  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  w a s  t h u s  f r e e d  f r o m  

c o n t a m i n a t i n g  r i b o s o m a l  a n d  m e s s e n g e r  R N A ,  a n d  w a s  a l s o  

r e s o l v e d  in to  4 s  a n d  5s c o m p o n e n t s .  T h e  s e p a r a t e d  4 s  a n d  

5s c o m p o n e n t s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  R N a s e  f r e e  D N a s e  a t  

10 pg .  / m l ,  i n  2 m M - M g C l ^  f o r  t h i r t y  m i n u t e s  a t  37°  a n d  th e  

e n z y m e  a d d e d  r e m o v e d  by  d e p r o t e i n i  s a t i o n  w i t h  90% p h e n o l .  

T h e  a q u e o u s  p h a s e ,  r e c o v e r e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1000 g 

a n d  d i a l y s e d  a g a i n s t  2 c h a n g e s  of SSC f o r  2 h o u r s  a n d  18 h o u r s  

r e s p e c t i v e l y ,  w a s  s t o r e d  f r o z e n  a t  -70®.

(c) P r e p a r a t i o n  of  s R N A

T h e  f o l lo w in g  s t e p s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  4®. R o l l e r  

b o t t l e  c u l t u r e s  o f  m o c k - i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  i n f e c t e d  

c e l l  c u l t u r e s  w e r e  h a r v e s t e d  in  v e r s e n e  a t  6. 5 h o u r s  a f t e r  

i n f e c t i o n ,  s p u n  d o w n  by  low s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  a t  900 g 

a n d  w a s h e d  3 x  w i t h  T r i s - s a l i n e ,  p H  7. 5, s o l u t i o n  a n d
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o n c e  w i t h  20 m M - T r i s - H C l  b u f f e r  p H  7 . 5 .  P r i o r  to u s e ,  

t h e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  s t o r e d  a t  -70® s u s p e n d e d  in  a  v o l u m e  

o f  20 m M - T r i s - H C l  p H  7. 5, S m M - M g C l ^ ,  0. 05% b e n t o n i t e  

e q u a l  to  3 x  t h e  p a c k e d  c e l l  v o l u m e .  C o m p l e t e  c e l l  

d i s r u p t i o n  w a s  a c c o m p l i s h e d  by  r e p e a t e d  c y c l e s  o f  f r e e z i n g  

a n d  t h a w i n g  o r  by  s o n i c a t i o n  a t  1, 5 a m p e r e s  in  a n  M, S, E .  

s o n i c a t o r .  T h e  c e l l  l y s a t e  so  p r o d u c e d  w a s  m a d e  50 m M  

w i t h  r e s p e c t  to  T r i s - H C l  b u f f e r  p H  7. 5, 0. 3M w i t h  r e s p e c t  

to  s u c r o s e ,  2 5 m M  w i t h  r e s p e c t  to  K C l  a n d  4 m M  w i t h  r e s p e c t  

to  M g C l ^  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 5 , 0 0 0 g  f o r  2 h o u r s  in th e  

40  h e a d  of t h e  S p in c o  M o d e l  L  U l t r a c e n t r i f u g e .  R N A  w a s  

e x t r a c t e d  a s  f o l l o w s  by  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  of 

H o a g e l a n d ,  S t e p h e n s o n ,  S c o t t ,  H e c h t  & Z a m e c n i k  (l 958) .  .

T h e  p H  of t h e  r e s u l t a n t  n o n - p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n  w a s  c a r e f u l l y  

a d j u s t e d  to 5. 0 b y  t h e  a d d i t i o n ,  w i th  c o n t r o l l e d  s t i r r i n g ,  o f  

1 M  a c e t i c  a c i d  a n d  th e  f l o c c u l e n t  p r e c i p i t a t e  w h i c h  a p p e a r e d  

w a s  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  15 m i n u t e s  a t  700 g.

A f t e r  d i s s o l v i n g  i t  in  20 m M - T r i s - H C l  p H  7. 5, 4 m M - M g C l g ,

0. 05% b e n t o n i t e ,  a n  e q u a l  v o l u m e  of 90% p h e n o l  w a s  a d d e d  a n d  t h e  

e m u l s i o n  s h a k e n  f o r  10 m i n u t e s  b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1,000 g 

to  g i v e  p h a s e  s e p a r a t i o n .  T h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s  c a r e f u l l y
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r e m o v e d  a n d  t h e  p r o t e i n  i n t e r p h a s e  a n d  p h e n o l  l a y e r  

r e - e x t r a c t e d  a s  b e f o r e  w i t h  20 m M - T r i s - H C l ,  4 n i M - M g C l ^ .  

T h e  c o m b i n e d  a q u e o u s  l a y e r s ,  m a d e  2% w i t h  r e s p e c t  to  

s o d i u m  a c e t a t e  a n d  6 7% w i t h  r e s p e c t  to  e t h a n o l ,  w e r e  p l a c e d  

a t  -2 0  to  f a c i l i t a t e  p r e c i p i t a t i o n  of t h e  R N A .  T h e  p r e c i p i t a t e  

of  a m i n o a c y l - t R N A  w a s  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  700 g 

f o r  30 m i n u t e s  a t  -1 0  . A m i n o  a c i d  m o i e t i e s  w e r e  t h e n  

d i s s o c i a t e d  f r o m  th e  t R N A s  b y  d i s s o l v i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  in

1. 8 M - T r i s - H C l  b u f f e r  p H  8. 5 a n d  i n c u b a t i n g  t h e  s o l u t i o n  a t  

37° f o r  t h i r t y  m i n u t e s  ( S a r i n  & Z a m e c n i k ,  1964) .  A f t e r  

p r e c i p i t a t i o n  a s  b e f o r e ,  t h e  R N A  w a s  r e n a t u r e d  b y  t h e  p r o c e s s  

o u t l i n e d  b y  L i n d a h l ,  A d a m s  & F r e s c o  ( 1966) .  T h i s  i n v o l v e d  

d i s s o l v i n g  t h e  R N A  in  a  m i n i m u m  v o l u m e  o f  20 m M - T r i s - H C l  

b u f f e r  p H  7. 5, 15 m M - M g C l ^ ,  0, 01% SDS a n d  m a i n t a i n i n g  

t h e  s o l u t i o n  f o r  5 m i n u t e s  a t  60 b e f o r e  a l l o w i n g  i t  t o  coo l  

s l o w l y  t o  4 . T h e  s o l u t i o n  w a s  t h e n  d i a l y s e d ,  a t  4 , a g a i n s t  

2 l i t r e s  of 20 m M - T r i s - H C l  p H  7. 5, 1 m M - M g C l ^  f o r  2 

h o u r s  a n d  24 h o u r s  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  d i a l y s a t e  r e s i d u e  i s  

h e r e a f t e r  t e r m e d  s R N A  p r e p a r a t i o n .  T h e  a v e r a g e  s R N A  

y i e l d  f r o m  10 r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s ,  c a l c u l a t e d  f r o m  

m e a s u r e m e n t s  of t h e  a b s o r b a n c e  of t h e  p r o d u c t  a t  260m;jL,was

2 m g .
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(d) P r e p a r a t i o n  of A m i n o a c y l - t R N A

T h e  p r e p a r a t i o n  of a m i n o a c y l - t R N A  f r o m  s R N A  

p r e p a r a t i o n s  w a s  e f f e c t e d  e n z y m i c  a l l y  a s  d e s c r i b e d  o n  p. 101

D N A  P R E P A R A T I V E  P R O C E D U R E S

(a) P r e p a r a t i o n  of  C e l l u l a r  DNA

B y  a  m o d i f i c a t i o n  of th e  m e t h o d  o f  M a r  m u  r  (1961) .

R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  4 x  10^ 

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  p e r  b o t t l e  w e r e  h a r v e s t e d  in  v e r s e n e  s o l u t i o n ,  

s p u n  d o w n  a t  4 ° by  lo w  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  (700 g. ) a n d  

w a s h e d  s e v e r a l  t i m e s  w i t h  SSC by  r e p e a t e d  r e s u s p e n s i o n  

a n d  c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  c e l l s  w e r e  f i n a l l y  s u s p e n d e d  in  Z x  

p a c k e d  c e l l  v o l u m e  of  SSC a n d  th e  s u s p e n s i o n  m a d e  2% w i t h  

r e s p e c t  to  SDS. T h e  r e s u l t a n t  v i s c o u s  s o l u t i o n  w a s  r o l l e d  

g e n t l y  a t  20® f o r  1 h o u r  b e f o r e  s o d i u m  p e r c h l o r a t e  w a s  a d d e d  

to  a  c o n c e n t r a t i o n  of 1 M. D e p r o t e i n i s a t i o n  w a s  e f f e c t e d  b y  

s h a k i n g  th e  s o l u t i o n  f o r  30 m i n u t e s  a t  4® w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  

o f  a  c h l o r o f o r m - i s o a m y l  a l c o h o l  m i x t u r e  a n d  c e n t r i f u g i n g  th e  

r e s u l t a n t  e m u l s i o n  to g iv e  p h a s e  s e p a r a t i o n .  A f t e r  r e m o v i n g  

t h e  a q u e o u s  p h a s e ,  th e  p r o t e i n  i n t e r p h a s e  w a s  r e - e x t r a c t e d  

w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  of  SSC. T h e  D N A , s p o o l e d  f r o m  th e  

c o m b i n e d  a q u e o u s  p h a s e s  by  th e  a d d i t i o n  of  2 v o l u m e s  of
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e t h a n o l , w a s  w a s h e d  w i t h  a l c o h o l ,  a l l o w e d  to d r y  a n d  

d i s s o l v e d  in  t h e  m i n i m u m  v o l u m e  of S S C / 100. R N A  

c o n t a m i n a t i o n  w a s  r e m o v e d  by  i n c u b a t i n g  th e  D N A, now  in  

SSC, w i t h  20 pg .  / m l .  o f  b o i l e d  p a n c r e a t i c  r i b o n u c l e a s e  f o r  

60 m i n u t e s  a t  31 °. A f t e r  f u r t h e r  d e p r o t e i n i s a t i o n  w i t h  

p h e n o l ,  t h e  DN A  w a s  i s o l a t e d  a s  a l r e a d y  d e s c r i b e d  a n d  

i n c u b a t e d  f o r  2 h o u r s  a t  37° w i th  50 pg .  / m l .  of  s e l f  d i g e s t e d  

p r o n a s e  a s  r e c o m m e n d e d  by  G i l l e s p i e  & S p i e g e l m a n  (1965).

T h e  p r o n a s e  w a s  r e m o v e d  b y  d e p r o t e i n i s a t i o n  w i t h  p h e n o l  a n d  

c h l o r o f o r m  - i s o a m y l  a l c o h o l  m i x t u r e  in  t u r n ,  a n d  t h e  DN A  

r e c o v e r e d  by  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n .  T h i s  D N A  p r e p a r a t i o n  

w h i c h  e x h i b i t e d  no  r i b o n u c l e a s e  a c t i v i t y ,  a s  m o n i t o r e d  u s i n g  

r a d i o a c t i v e  R N A  a s  s u b s t r a t e ,  w a s  p r e s e r v e d  a t  4 °  in  SSC 

c o n t a i n i n g  a  d r o p  o f  c h l o r o f o r m .

(b) P r e p a r a t i o n  of  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  DN A

C o m b i n e d  p r e p a r a t i o n s  of  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  c o n t a i n i n g  

12a  t o t a l  o f  5 X  10 v i r u s  p a r t i c l e s  w e r e  s u s p e n d e d  in  P B S  A,

1 m M  w i t h  r e s p e c t  to  M g C l^  a.nd i n c u b a t e d ,  w i t h  R N a s e  a n d  

D N a s e  a t  50 pg .  p e r  m l .  f o r  60 m i n u t e s  a t  3 7 ° .  T h e  v i r u s  

p a r t i c l e s , p e l l e t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 8 , 0 0 0  g f o r  60 m i n u t e s ,  

w e r e  r e  s u s p e n d e d  in  a  m i n i m a l  v o l u m e  of  SSC a n d ,  a f t e r  the
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a d d i t i o n  of  SDS to a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  2% t h e  p r e p a r a t i o n  

w a s  i n c u b a t e d  a t  42® f o r  30 m i n u t e s .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  of 

t h e  r e s u l t a n t  v i s c o u s  s o l u t i o n  w a s  a l t e r e d  to  1 M w i t h  r e s p e c t  

to  s o d i u m  p e r c h l o r a t e  a n d  s l o w l y  a g i t a t e d  a t  4 °  f o r  a b o u t  

20 m i n u t e s .  A n  e q u a l  v o l u m e  of  a  c h l o r o f o r m . i s o a m y l  

a l c o h o l  m i x t u r e  ( in  t h e  p r o p o r t i o n  of  50 v o l u m e s  of  c h l o r o f o r m  

to  o n e  v o l u m e  of  i s o a m y l  a l c o h o l )  w a s  a d d e d  a n d  th e  s o l u t i o n  

g e n t l y  a g i t a t e d  f o r  a  f u r t h e r  10 m i n u t e s .  T h e  a q u e o u s  p h a s e  

w a s  t h e n  r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1000 t h e  c h l o r o f o r m  

l a y e r  a n d  i n t e r  p h a s e  b e in g  r e e x t r a c t e d  w i t h  SSC. A f t e r  

c o m b i n i n g  th e  a q u e o u s  p h a s e s ,  th e  v i r a l  D N A  w a s  g e n t l y  

s p o o l e d  o u t  (by t h e  a d d i t i o n  of  2 v o l u m e s  of  e t h a n o l ) .  I t  w a s  

t h e n  w a s h e d  w i t h  e t h a n o l ,  a l l o w e d  to  d r y  a n d  w a s  s t o r e d  

d i s s o l v e d  in  SSC / 5 0  o v e r n i g h t  b e f o r e  b e i n g  b a n d e d  in  t h e  SW 65 

h e a d  of  t h e  S p in c o  M o d e l  L  U l t r a c e n t r i f u g e ,  in  3 a l iq u o ts^  by  

e q u i l i b r i u m  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  u s i n g  th e  f o l lo w in g  

t e c h n i q u e .

120 pg ,  .of D N A  w a s  m i x e d  w i t h  2 . 6 5  g. C s C l  d i s s o l v e d  

in  2 m l .  o f  w a t e r  a n d  s p u n  a t  10® in  th e  SW 6 5 h e a d  of  th e  

S p in c o  M o d e l  L  U l t r a c e n t r i f u g e  a t  30, 000 r e v .  / m i n .  f o r  

54 h o u r s .  On c o m p l e t i o n  of  t h e  r u n ,  t h e  b o t t o m  of t h e  t u b e
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w a s  p u n c t u r e d  w i t h  a  p i n  a n d  2 d r o p  f r a c t i o n s  w e r e  

c o l l e c t e d  a c r o s s  th e  g r a d i e n t .  T h e  f r a c t i o n s  w e r e  d i l u t e d  

w i t h  0. 5 m l .  of  SSC to p e r m i t  l o c a t i o n  of  t h e  D N A  b a n d  by  

i t s  a b s o r b a n c e  a t  260 m p .

T h e  b a n d s  of  v i r a l  D N A  so o b t a i n e d  w e r e  p o o l e d  a n d  the  

D N A  r e  s p o o l e d  b y  t h e  a d d i t i o n  of 2 x  th e  v o l u m e  of  e t h a n o l .  

A f t e r  d r y i n g  th e  DN A w a s  d i s s o l v e d  in  0. 15 m l ,  of  S S C / 1 00.

T h e  s o l u t i o n  w a s  t h e n  m a d e  up  to a  c o n c e n t r a t i o n  of  SSC f o r  

s t o r a g e ,  t h e  y i e l d  a t  t h i s  s t a g e  b e in g  280  pg .

P r e p a r a t i o n  of  D e n a t u r e d  D N A s

T h e  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  D N A  o b t a i n e d  a s  a b o v e  w a s  d i l u t e d  to 

50 pg .  p e r  m l .  w i t h  w a t e r  a s  a  p r e l i m i n a r y  to d é n a t u r a t i o n .  T h i s  

w a s  e f f e c t e d  b y  m a i n t a i n i n g  t h e  DNA in  S S C / 50 a t  100°  f o r  10 

m i n u t e s  a n d  q u i c k  c o o l i n g  in  i c e . '  T h e  c o m p l e t e n e s s  o f  th e  

p r o c e s s  w a s  m o n i t o r e d  b y  h y p e r c h r o m i e  c h a n g e s .

C e l l u l a r  D N A  w a s  d e n a t u r e d  by  a l k a l i  i n  SSC / 50 a t  a 

c o n c e n t r a t i o n  of  100 pg. / m l .  T h e  pH  of  t h e  s o l u t i o n  w a s  a d j u s t e d  

to  1 3 a n d  a f t e r  s t a n d i n g  f o r  s o m e  10 m i n u t e s ,  t h e  s o l u t i o n  w a s  

n e u t r a l i z e d .  D é n a t u r a t i o n  w a s  m o n i t o r e d  b y  f o l l o w in g  th e  i n c r e a s e  

in  a b s o r b a n c e  a t  260 m p .
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E S T I M A T I O N  P R O C E D U R E S

(a) D e t e r m i n a t i o n  of R a d i o a c t i v i t y

R a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  w a s  a s s a y e d  in  a  N u c l e a r  C h i c a g o  

l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  s p e c t r o m e t e r .  T h e  e f f i c i e n c y  of  c o u n t in g  

a  s i n g l e  i s o t o p e  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  th e  c h a n n e l s  r a t i o  

c o u n t i n g  m o d e  to  e s t i m a t e  t h e  d e g r e e  of  q u e n c h i n g .  A p p l i c a t i o n  

of q u e n c h  c o r r e c t i o n  f a c t o r s  a l s o  p e r m i t t e d  s i m u l t a n e o u s  

e s t i m a t i o n  of tw o  i s o t o p e s  of d i f f e r e n t  e n e r g y  e m i s s i o n  s p e c t r a .  

In t h i s  c a s e ,  t h e  d e g r e e  of q u e n c h i n g  w a s  m e a s u r e d  e i t h e r  

b y  th e  e x t e r n a l  c o u n t i n g  m o d e  o r  by  th e  c h a n n e l s  r a t i o  c o u n t i n g  

m o d e  u s i n g  t h e  i s o t o p e  w i t h  th e  h i g h e r  e n e r g y  e m i s s i o n  

s p e c t r u m ,  a n d  a s s u m i n g  n e c e s s a r i l y  t h a t  t h e  c o r r e c t i o n  f a c t o r s  

so  o b t a i n e d  w e r e  a t r u e  e s t i m a t e  of th e  q u e n c h i n g  of  b o t h  

i s o t o p e s .  S u c h  a n  a s s u m p t i o n  w o u ld  n o t  b e  j u s t i f i e d  if  

c o l o u r e d  c o m p o u n d s  w e r e  p r e s e n t  in  th e  s y s t e m .  To m a x i m i s e  

e f f i c i e n c y  of  c o u n t i n g ,  m a t e r i a l s  s u c h  a s  w a t e r ,  s o d i u m  

c h l o r i d e  a n d  a m m o n i u m  f o r m a t e  w h i c h  l e a d  to  q u e n c h i n g ,  

w e r e  r e m o v e d  by  o n e  o f  th e  fo l lo w in g  m e t h o d s  a n d  t h e  s a m p l e s  

w e r e  e i t h e r  c o u n t e d  i m m e r s e d  a s  t h i n  l a y e r s  on  t r a n s l u c e n t  

f i l t e r s  o r  c o v e r  s l i p s  o r  d i s s o l v e d  in t h e  s c i n t i l l a t i o n  f lu id .
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1. A c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  p r e c i p i t a t e d  f r o m  th e  s a m p l e s

b y  t h e  a d d i t i o n  o f  50% t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  to  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

of  5% w a s  c o l l e c t e d  b y  s u c t i o n  f i l t r a t i o n  onto M i l l i p o r e  f i l t e r s .  

T h e  f i l t e r s  so l o a d e d  w e r e  w a s h e d  w i t h  5% t r i c h l o r a c e t i c  a c i d ,  

d r i e d  f o r  2 h o u r s  a t  6 0 °  a n d  i m m e r s e d  in  a  v i a l  in  10 m l .  

o f  t o l u e n e  b a s e d  s c  i n s  t a n t .  In c e r t a i n  c a s e s ,  50 pg.  of 

b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  w e r e  a d d e d  a s  c o j ^ r e c i p i t a n t .

2. S a m p l e s  in  0. 1 m l .  a l i q u o t s  w e r e  s p o t t e d  on  

C h r o m e d i a  g l a s s  f i l t e r  d i s c s  and  d r i e d  a t  6 0 °  f o r  2 h o u r s  

b e f o r e  i m m e r s i o n  in  10 m l .  of  t o l u e n e  b a s e d  s c i n s t a n t .

3. S a m p l e s ,  a l r e a d y  d i s p e n s e d  in to  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s ,  w e r e  

h e a t e d  a t  160°  f o r  3 h o u r s  to e v a p o r a t e  o r  s u b l i m e  a n y  

q u e n c h i n g  a g e n t s .  T h e  r e s i d u e  w a s  d i s s o l v e d ,  by  h e a t i n g  a t  

56°  f o r  f i v e  m i n u t e s ,  in  10. 5 m l .  of  a  (20 v / v )  m i x t u r e  of 

t o l u e n e  b a s e d  s c i n s t a n t  a n d  h y a m i n e  h y d r o x i d e .

4„ A l l  p r o c e s s e s  a t  4 ° .  A c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  i n  BHK2 1 / 1 3  

c e l l s  g r o w n  on  g l a s s  c o v e r  s l i p s  a n d  f i x e d  w i t h  a  m i x t u r e  of  

a c e t i c  a c i d  a n d  e t h a n o l  w a s  p r e c i p i t a t e d  by  e x p o s u r e  of  th e  

c o v e r  s l i p s  to 5% t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  f o r  10 m i n u t e s .  T h e  

c o v e r  s l i p s  w e r e  t h e n  g i v e n  t h r e e  10 m i n u t e  w a s h e s  w i t h
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d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  o n e  w i t h  e t h a n o l  a n d , a f t e r  d r y i n g ,  

i m m e r s e d  in  v i a l s  c o n t a i n i n g  10 m l .  o f  t o l u e n e  s c i n s t a n t .

(b) D e t e r m i n a t i o n  of S a l t  C o n c e n t r a t i o n

T h i s  m e t h o d  w a s  u s e d  b o th  f o r  th e  d e t e r m i n a t i o n  of 

t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  a m m o n i u m  f o r m a t e  a n d  f o r  th e  

d e t e r m i n a t i o n  of  s o d i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n .

C o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  by m e a s u r e m e n t  of  th e  

r e f r a c t i v e  i n d i c e s  in  a n  A b b e  r  e f r a c  t o m e  t e r  w h i c h  h a d  b e e n  

c a l i b r a t e d  u s i n g  s o l u t i o n s  of  k n o w n  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .

(c) ■ D e t e r m i n a t i o n  of  E x t i n c t i o n

A b s o r b a n c e  a t  260 m p  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a  U n i c a m  

S P  500 s p e c t r o p h o t o m e t e r  w i th  m a t c h e d  s i l i c a  m i c r o c e l l s .

P R E P A R A T I O N S  O F  C R U D E  E N Z Y M E  E X T R A C T S

1. U s e d  a s  a  s o u r c e  of  m e t h y l a s e s

T h e  f o l l o w in g  s t e p s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  4 ° .  R o l l e r  b o t t l e  

c u l t u r e s  o f  m o c k - i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  5 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  b y  

s c r a p i n g  in to  i c e - c o l d  P B S  A  u s i n g  a  r u b b e r  p o l i c e m a n .

T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e  s u s p e n s i o n  

t w i c e  w i t h  P B S  A  a n d  o n c e  w i t h  10 m M  - 2 ' - m e  r  c a p to  e t h a n o l ,
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20 m M - T r i s - H C l  b u f f e r  p H  8. 0 ( B u r d o n ,  M a r t i n  & L a i ,  1967) 

T h e  p e l l e t s  w e r e  s u s p e n d e d  in  4 x  th e  p a c k e d  c e l l  v o l u m e  of 

t h i s  b u f f e r  a n d  10 m i n u t e s  l a t e r  th e  c e l l s  w e r e  d i s r u p t e d  b y  

26 s t r o k e s  w i t h  a P o t t e r  t y p e  h o m o g e n i s o r .  T h e  r e s u l t a n t  

l y s a t e  f o r m e d  th e  c r u d e  e n z y m e  e x t r a c t ,  t h e  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  o f  w h i c h  w a s  e s t i m a t e d  b y  th e  m e t h o d  of  L o w r y  

e t  (1951) .

2. U s e d  a s  a  s o u r c e  of a m i n o a c y l  t r a n s f e r a s e

T h e  f o l l o w in g  ste]3s w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  4 ° . R o l l e r  

b o t t l e  c u l t u r e s  of  m o c k - i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a t  6. 5 h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n  b y  s c r a p i n g  in to  i c e - c o l d  P B S  A, s p u n  d o w n  b y  low 

s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  a t  900 g a n d  r e s u s p e n d e d  in  P B S  A.

T h i s  w a s h i n g  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  w i t h  P B S  A a n d  w i t h  

T E  K M  b u f f e r  (20 m M - T r i s - H C l  p H  7. 5, 15 m M - K C l ,

10 m M - 2 ’- m e r c a p t o  e t h a n o l ,  5 m M - M g C l ^ ) .  T h e  c e l l s ,  

s u s p e n d e d  in  4 x  p a c k e d  c e l l  v o l u m e  of t h i s  b u f f e r ,  c o u ld  be  

s t o r e d  f o r  a t  l e a s t  1 m o n t h  a t  - 7 0 °  w i t h o u t  l o s s  of  e n z y m i c  

a c t i v i t y .  N o r m a l l y ^  th e  c e l l s  w e r e  i m m e d i a t e l y  d i s r u p t e d  by  

h o m o g e n i s i n g  th e  s u s p e n s i o n  f o r  2 m i n u t e s  in  a  N e l c o  b l a d e
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h o m o g e n i s e r  a n d  t h e  r e s u l t a n t  l y s a t e  w a s  s p u n  a t  

105, 000 g f o r  2 h o u r s  in  t h e  SW 3 9 h e a d  of  t h e  S p i n c o  

M o d e l  J-j U l t r a c e n t r i f u g e ,  D i a l y s i s  of  t h e  n o n - p a r t i c u l a t e  

f r a c t i o n  f o r  tw o  one  h o u r  i n t e r v a l s  a g a i n s t  t h r e e  l i t r e s  of 

20 m M - T r i s - H C l  b u f f e r  p H  7. 5, 15 m M - K C l ,  5 m M - M g C l ^  

r e m o v e d  h e a v y  m e t a l  i o n s  a n d  e n d o g e n o u s  f r e e  a m i n o  a c i d .

T h e  d i a l y s i s  r e s i d u e  c o n s t i t u t e d  t h e  c r u d e  a m i n o a c y l  

t r a n s f e r a s e  e x t r a c t ,  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  of w h i c h  w a s  

e s t i m a t e d ,  b e f o r e  u s e ,  b y  t h e  m e t h o d  of  L o w r y  e t  a l .  , (1951) .

IN V I T R O  E N Z Y M I C  R E A C T I O N S

(a) A m i n o a c y l - t R N A  T r a n s f e r a s e  R e a c t i o n s

T h e s e  e n z y m i c  r e a c t i o n s  w e r e  u t i l i z e d  in  t h e  p r e p a r a t i o n  

of  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  a m i n o a c y l - t R N A s  e s s e n t i a l l y  b y  t h e  

m e t h o d  of  M u to ,  M i u r a ,  H a y a t s u  & U k i t a  (1965) .  A  1 . 5  m l .  

r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  t h e  f o l lo w in g  c o m p o n e n t s :

100 p m o l e s  T r i s - H C l  b u f f e r  pH  7 , 6 ;  25 p m o l e s  M g C l ^ :

10 p m o l e s  A T P ;  2 p m o l e s  C T P ;  50 p m o l e s  K C l ;  1 m g .  i s o l a t e d  

sR N A ;  5 p c [^ " ^ c ] o r  50 p c [ ^ n j l a b e l l e d  a m i n o  a c i d  p l u s  

u n l a b e l l e d  a m i n o  a c i d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  of 200 m p m o l e s / m l .  , 

t h e  19 r e m a i n i n g  a m i n o  a c i d s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of
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140 m p m o l e s / m l ,  a n d  e n o u g h  c r u d e  a m i n o a c y l - t R N A  

t r a n s f e r a s e  ( a p p r o x .  2 m g .  o f  p r o t e i n )  to o b t a i n  m a x i m u m  

f o r m a t i o n  o f  a m i n o a c y l - t R N A .  T h e  r e a c t i o n  w a s  i n i t i a t e d  

b y  t h e  a d d i t i o n  of  t h e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  a n d  t h e  m i x t u r e  

i n c u b a t e d  f o r  17 m i n u t e s  a t  37®. A f t e r  c h i l l i n g  in  i c e ,  0. 5 m l .  

of  w a t e r ,  0. 25 m l .  of I M - K C l  a n d  4 m l .  of f r e s h l y  d i s t i l l e d  

90% p h e n o l ^ 0. 1% w i t h  r e s p e c t  to 8 - h y d r o x y - q u i n o l i n e , w e r e  

a d d e d  a n d  th e  r e s u l t a n t  e m u l s i o n  s h a k e n  f o r  2 p e r i o d s  of 

5 m i n u t e s  d u r a t i o n ,  2 m l .  of  0. 5 M - s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r  

p H  5. 1 b e i n g  a d d e d  in  t h e  i n t e r i m .  T h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  

r e c o v e r e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  16, 000 g , m a d e  2% w i t h  

r e s p e c t  to s o d i u m  a c e t a t e  a n d  67% w i t h  r e s p e c t  to e t h a n o l ,  a n d  

p l a c e d  a t  -2Q®. A m i n o a c y l - t R N A  w h i c h  p r e c i p i t a t e d  u n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s  w a s  c o l l e c t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  700 g 

f o r  30 m i n u t e s  a t  -10®, w a s h e d  by  r e  s u s p e n s i o n  a n d  

c e n t r i f u g a t i o n  in  t u r n  in  0. 5 M - s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r  p H  5. 1, 

e t h a n o l / 0 .  5 M - s o d i u m  a c e t a t e  p H  5 .1  ( 2  v / l v ) ,  e t h a n o l ,  

e t h a n o l / e t h e r  ( e q u a l  v o l u m e s )  a n d  e t h e r  ( i s h i d a  & M i u r a ,  1965), 

A f t e r  r e m o v i n g  th e  e t h e r  in  a  s t r e a m  o f  n i t r o g e n ,  t h e  

a m i n o a c y l - t R N A  w a s  d i s s o l v e d  in  1 m l .  o f  0. 1 M - s o d i u m  

a c e t a t e  b u f f e r  p H  5 . 5 ,  2 m M  w i t h  r e s p e c t  to  E D T A  a n d  s t o r e d
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a t  -70®, T h e  d e g r e e  of  a m i n o  a c i d  a c c e p t a n c e  w a s  

e s t i m a t e d  a s  a c i d  p r e c i p i t a b l e  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l .

( b ) M e  th y  l a  se  R e a c t i o n s

C o n d i t i o n s  u s e d  in  a n  a t t e m p t  to  m e  th y  l a t e  [ ^ h ]  u r i d i :  

l a b e l l e d  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  e s s e n t i a l l y  t h o s e  d e s c r i b e d  by  H u r w i t z ,  

G o ld  & A n d e r s  (1964) .

A  1 m l .  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  t h e  f o l lo w in g  

c o m p o n e n t s  : - 5 p m o l e s  2 ' - m e r c a p t o  e t h a n o l ,  3 p m o l e s

A T P ,  20 p m o l e s  T r i s - H C l  b u f f e r  p H  8, 0, 20 p m o l e s  M g C l^ ,

10 pg .  h e p a r i n ,  20 m p m o l e s  m e t h i o n i n e ,  200  pg .  ["^h ] u r i d i n e  

l a b e l l e d  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  a n d  c r u d e  c e l l  e x t r a c t  

( c o n t a i n i n g  a  t o t a l  of  2 m g .  p r o t e i n )  a s  a  s o u r c e  of  m e t h y l a t i n g  

e n z y m e .  T h e  r e a c t i o n  w a s  i n i t i a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  of  th e  

e n z y m e  p r e p a r a t i o n  a n d  t h e  m i x t u r e  i n c u b a t e d  f o r  40 m i n u t e s  

a t  3 6 ° .  A f t e r  c h i l l i n g  in  i c e ,  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  f r e s h l y  

d i s t i l l e d  90% p h e n o l ,  0. 1% w i t h  r e s p e c t  to  8 - h y d r o x y  q u in o l in e ^  

w a s  a d d e d  a n d  t h e  r e s u l t a n t  e m u l s i o n  s h a k e n  f o r  2 p e r i o d s  of  

5 m i n u t e s  d u r a t i o n ,  2 m l .  o f  20 m M - T r i s - H C l  p H  8. 0,

10 m M -  2 ' - m e r e a p t o  e t h a n o l  b e in g  a d d e d  in  t h e  i n t e r i m .

T h e  a q u e o u s  p h a s e  w a s  r e c o v e r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  m a d e
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2% w i t h  r e s p e c t  to s o d i u m  a c e t a t e ,  67% w i t h  r e s p e c t  to 

e t h a n o l  a n d  p l a c e d  a t  -20®. T h e  R N A  w h i c h  p r e c i p i t a t e d  

w a s  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  700 g f o r  30 m i n u t e s  a t  

- 1 0 ° ,  w ashed^  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  r e s u s p e n s i o n ^ w i t h  

e t h a n o l  a n d  e t h e r  in  t u r n  a n d  d i s s o l v e d  in  SSC. E x c e s s  

e t h e r  w a s  r e m o v e d  in  a  s t r e a m  of n i t r o g e n  a n d  t h e  R N A  

w a s  s t o r e d  f r o z e n  a t  - 7 0 ^ .

R N a s e  D i g e s t i o n  

5 0 0 - 1 0 0 0  pg,  of  m i x e d  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  d i f f e r e n t i a l l y  

l a b e l l e d  a m i n o a c y l - t R N A  d i s s o l v e d  in  1 m l .  of  0. 1 M - s o d i u m  

a c e t a t e  p H  5. 5, 2. 0 m M  w i th  r e s p e c t  to  E D T A  (Sato  & E g a m i ,  

1957 ), w a s  i n c u b a t e d  a t  37° f o r  60 m i n u t e s  w i t h  500 u n i t s  o f  

T^ R N a s e  ( i s h i d a  & M i u r a ,  196 5). T h e  m i x t u r e  w a s  t h e n  

r e m o v e d  in to  i c e  a n d  a d d e d  to  5 m l .  of i c e - c o l d  0. 1 M - s o d i u m  

a c e t a t e  b u f f e r  p H  5. 5, 6 m l ,  of f r e s h l y  d i s t i l l e d  90% p h e n o l ,  

0 . 1 %  w i t h  r e s p e c t  to  8 - h y d r o x y - q u i n o l i n e ^ w a s .  a d d e d  a n d  the  

r e s u l t a n t  e m u l s i o n  s h a k e n  f o r  10 m i n u t e s  a n d  s p u n  a t  1000 g. 

f o r  10 m i n u t e s  to  g i v e  p h a s e  s e p a r a t i o n .  A f t e r  r e - e x t r a c t i o n  

o f  t h e  i n t e r p h a s e ,  t h e  p o o l e d  a q u e o u s  p h a s e s ,  c o n t a i n i n g  

a m i n o a c y l - o l i g o n u c l e o t i d e s ,w e r e  d i l u t e d  to 1 5 m l ,  w i t h  

i c e - c o l d  d i s t i l l e d  w a t e r  a s  a  p r e l i m i n a r y  to D E A E  c e l l u l o s e
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c h  r  o m  a t  o g r  a p h y .

C H R O M A T O G R A P H I C  P R O C E D U R . E S

(a) G e l  F i l t r a t i o n  o n  S e p h a d e x - C l 00

R N A  p r e p a r a t i o n s ,  d i s s o l v e d  in  SSC,  w e r e  a p p l i e d  in  a 

m a x i m u m  v o l u m e  of  0. 5 m l ,  to a  1. 5 x  80 c m .  c o l u m n  of 

S e p h a d e x -  G 1 00 ( G a l i b e r t  e t  a l . , 1965)  w h i c h  h a d  b e e n  p r e p a r e d  

b y  th e  m e t h o d  of F l o d i n  (1962) a n d  p r e v i o u s l y  e q u i l i b r a t e d  

w i t h  SSC. T h e  R N A  w a s  e l u t e d  f r o m  th e  c o l u m n  w i th  SSC 

a t  16® u n d e r  a  s l i g h t  g r a v i t a t i o n a l  h e a d .  In  c e r t a i n  c a s e s ,  

o t h e r  b u f f e r s  w e r e  u s e d ,  n a m e l y ,  50 m M - s o d i u m  a c e t a t e  

p H  5. 5; 10 m M - T r i s - H C l  p H  7. 4 ,  20 m M  w i t h  r e s p e c t  to

M g C l ^ ,  1 m M  w i t h  r e s p e c t  to  E D T A ;  a n d  10 m M - T r i s - H C l  

p H  7 . 4 ,  1 m M  w i t h  r e s p e c t  to E D T A .  In a l l  c a s e s ^ t h e  e l u a t e  

w a s  c o l l e c t e d  in  1 m l .  f r a c t i o n s  w h i c h  w e r e  i m m e d i a t e l y  

p l a c e d  a t  4 ® a n d  s u b s e q u e n t l y  m e a s u r e d  b o t h  f o r  a b s o r b a n c e  

a t  260 m p  a n d  f o r  r a d i o a c t i v i t y .  T h e  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  in  

t h e  f r a c t i o n s  w a s  e s t i m a t e d  e i t h e r  a s  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  

i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  o r  d i r e c t l y  o n  g l a s s  f i l t e r s .

(b) D E A E  C e l l u l o s e  C o l u m n  C h r o m a t o g r a p h y  

D E A E  c e l l u l o s e  p o w d e r  w a s  s u s p e n d e d  in  d i s t i l l e d

w a t e r  a n d  th e  f i n e s  r e m o v e d  b y  s e v e r a l  d é c a n t a t i o n s .
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T h e  r e m a i n d e r  w a s  w a s h e d  w i th  a c i d  a n d  a l k a l i  a s  

d e s c r i b e d  b y  P e t e r s o n  & S o b e r  (1956) ,  t h o r o u g h l y  r i n s e d  

w i t h  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  to p H  5. 5. It  w a s  t h e n  r e  s u s p e n d e d  

in  10 m M  - a m m o n i u m  f o r m a t e  p H  5. 5 a n d  s t o r e d  a t  4 ° .

C h r o m a t o g r a p h y  of  a m i n o a c y l - o l i g o n u c l e o t i d e s  w a s  

p e r f o r m e d  a t  4 ° to p r e v e n t  c l e a v a g e  o f  t h e  b o n d  b e t w e e n  

th e  a m i n o  a c i d  a n d  th e  p o l y n u c l e o t i d e .  T h e  a m i n o a c y l -  

o l i g o n u c l e o t i d e  f r a g m e n t s  p r o d u c e d  by  T^ R N a s e  d i g e s t i o n  

o f  500 p g . ,  say ^ o f  m i x e d l y  l a b e l l e d  tR N A  w e r e  a b s o r b e d  in  

15 m l .  to a  1 X 5 c m .  c o l u m n  of D E A E  c e l l u l o s e  w h i c h  h a d  

b e e n  i^ ack ed  a t  2 0 °  u n d e r  a  p r e s s u r e  of  5 lb .  / s q .  in ,  a n d  

e q u i l i b r a t e d  a t  4 °  w i t h  10 m M - a m m o n i u m  f o r m a t e  p H  5, 5 

( i s h i d a  & M i u r a ,  1965) .  F r e e  a m i n o  a c i d  in  t h e  p r e p a r a t i o n  

w a s  r e m o v e d  b y  w a s h i n g  th e  c o l u m n  w i t h  80 m l .  of  

10 m M - a m m o n i u m  f o r m a t e  p H  5. 5 a n d  th e  o l i g o n u c l e o t i d e s  

w e r e  f r a c t i o n a t e d  u s i n g  a n  i n c r e a s i n g  l i n e a r  c o n c e n t r a t i o n  

g r a d i e n t  of  a m m o n i u m  f o r m a t e  b u f f e r  p H  5. 5 (lO m M  to 

0 , 6  M) ( H e r b e r t ,  S m i t h  &: W i l s o n ,  1964) .  T h e  f lo w  r a t e  

a v e r a g e d  1. 5 m l .  p e r  m i n u t e  a n d  3 m l .  f r a c t i o n s  o f  the  

e l u a t e  w e r e  c o l l e c t e d .  E s t i m a t i o n s  of  t h e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n ,  

th e  a b s o r b a n c e  a t  260 m p  a n d  t h e  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  o f
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a n d  l ^ ^ l î j w e r e  m a d e  on  t h e s e  f r a c t i o n s  by  t h e  s t a n d a r d  

e v a p o r a t i o n  m e t h o d  (p. 98 ).

(c) M A K  C o l u m n  C h r o m a t o g r a p h y

M A K  c o l u m n s  ( M a n d e l l  & H e r  sh e  y , I9 6 0 ;  Sue  o k a  &

C h e n g ,  1962) w e r e  p r e p a r e d  by  s e q u e n t i a l l y  p a c k i n g  20 m l .  

of  M A K  a n d  4 m l .  of  K i e s e l g u h r  u n d e r  p r e s s u r e  of  5 lb .  p e r  

sq ,  in. to  g iv e  a  c o l u m n  c o n s i s t i n g  of  o n e  l a y e r  of  2 x. 5 c m .

M A K  a n d  o n e  2 x 1 . 5  c m .  of K i e s e l g u h r ,  t h e  l a t t e r  b e in g  

th e  u p p e r  l a y e r .  F i n e  g l a s s  b e a d s  w e r e  t h e n  l a y e r e d  on  to 

t h e  s u r f a c e  of  th e  K i e s e l g u h r  a n d  th é  c o l u m n  w a s h e d  w i th  

200 m l ,  of  0. 10 M - N a C l ,  50 M - s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  6. 25.

500 pg.  o f  m i x e d  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  d i f f e r e n t i a l l y  

l a b e l l e d  a m i n o a c y l - t R N A  w a s  a p p l i e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of 

20 pg ,  p e r  m l .  i n  0. 15 M - N a C I ,  50 m M - s o d i u m  p h o s p h a t e  

b u f f e r  p H  6, 2 5 a t  a  r a t e  of  1 m l .  p e r  m i n u t e  to  a  M A K  

c o l u m n  p r e p a r e d  a s  a b o v e .  E l u t i o n  w a s  e f f e c t e d  a t  p H  6. 25 

a n d  16® b y  a  l i n e a r  g r a d i e n t  of  i n c r e a s i n g  N a C l  c o n c e n t r a t i o n .  

T h e  f lo w  r a t e ,  m a i n t a i n e d  by  a p e r i s t a l t i c  p u m p ,  w a s  1 m l .  

p e r  m i n u t e .  3 m l ,  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  th e  N a C l  

c o n c e n t r a t i o n ,  a b s o r b a n c e  a t  260 m p .  a n d  t h e  r a d i o a c t i v e  

m a t e r i a l  p r e c i p i t a b l e  w i t h  5% t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  (bo th  [ ^ H ]
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a n d  [ ) w e r e  e s t i m a t e d  b y  m e t h o d s  p r e v i o u s l y  o u t l i n e d .

(d ) R e v e r s e  P h a s e  (T y p e  II) C o l u m n  C h r o m a t o g r a p h y  

R e v e r s e  p h a s e  ( type  II) c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  

c a r r i e d  o u t  e s s e n t i a l l y  by  t h e  m e t h o d  of  W e i s s  & K e l m e r s  

( 1967). T h e  o r g a n i c  p h a s e  u s e d  w a s  a 5% v / v  m i x t u r e  of 

m e t h y l , t r i c a p r y l y l , a m m o n i u m  c h l o r i d e  ( A l i q u a t  336) in  

t e t r a c h l o r o ,  t e t r a f l u o r o p r o p a n e  ( F r e o n  214) .  T h e  

c h r o m a t o g r a p h i c  c o l u m n  p a c k i n g  c o n s i s t e d  of  30 m l ,  o f  th e  

o r g a n i c  p h a s e  t h o r o u g h l y  m i x e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  

50 g. of h y d r o p h o b i c  d i a t o m a c e o u s  e a r t h  ( C h r o m o s o r b  W).

T h e  p a c k i n g  w a s  l e f t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  s e v e n  d a y s  

to  a l l o w  e q u i l i b r a t i o n  of  t h e  p h a s e s  a n d  t h e r e a f t e r  s t o r e d  a s  

a  s l u r r y  in  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  (O. 2 5 M - N a C I ,  10 m M - s o d i u m  

a c e t a t e  b u f f e r  p H  4 .  5, 10 m M - M g C l ^ )  w h i c h  h a d  b e e n  s a t u r a t e d  

w i t h  F i ' e o n  214 .  A l l  a q u e o u s  s o l u t i o n s  in  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  

e x p e r i m e n t s  w e r e  s a t u r a t e d  w i t h  F r e o n  214  to  p r e v e n t  

d i l u t i o n  of t h e  F r e o n  2 1 4  in  t h e  c o l u m n .  T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  

c o l u m n  w a s  p r e p a r e d  a t  37° by  f i l l i n g  a  0 . 6  x  180 c m .  c o l u m n  

w i t h  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  th e  a b o v e  b u f f e r .  T h e  s l u r r y  

w a s  s l o w l y  p o u r e d  in to  th e  c o l u m n ,  a l l o w e d  to  s e t t l e  a n d  

c o m p a c t e d  by  t h e  a p p l i c a t i o n  of  a  p r e s s u r e  o f  5 lb. / sq ,  in .



109.

S u c h  a  c o l u m n  p e r m i t t e d  a f r e e  f lo w  of  th e  m o b i l e  

a q u e o u s  p h a s e  a n d  c o u l d  b e  u s e d  r e p e a t e d l y  f o r  m a n y  

■ e x p e r i m e n t s  by  r e g e n e r a t i o n  w i th  1 M - N a C I  a f t e r  e a c h  r u n .  

T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  16 ° ,  

t h e  c o l u m n  h a v i n g  b e e n  w a s h e d  w i t h  100 m l ,  o f  th e  s t a r t i n g  

b u f f e r  b e f o r e  t h e  a m i n o a c y l - t R N A  (1 m g .  - 1 . 5  m g .  ) w a s  

a p p l i e d  to i t  in  a  v o l u m e  of  1 m l .  A t  t h i s  N a C l  c o n c e n t r a t i o n  

t h e  a m i n o a c y l - t R N A  w a s  t i g h t l y  b o u n d  to th e  c h r o m a t o g r a p h i c  

m a t r i x .  G e n e r a l l y ,  m i x e d  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d ,  

d i f f e r e n t i a l l y  l a b e l l e d  a m i n o a c y l - t R N A  p r e p a r a t i o n s  w e r e  

a p p l i e d .  A  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  0, 2 5 - 0 .  7 5 M - N a C I ,  c o n t a i n i n g  

10 m M - s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r  p H  4.  5 a n d  10 m M - M g C l
2

w a s  u s e d  to  e l u t e  t h e  t R N A s  f r o m  t h e  c o l u m n  a t  a  f lo w  r a t e  

o f  1 m l .  p e r  m i n u t e .  T h e  e l u a t e  w a s  c o l l e c t e d  in  2 m l .  

f r a c t i o n s  w h i c h  w e r e  m e a s u r e d  f o r  a b s o r b a n c e  a t  260 m p  

a n d  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  p r e c i p i t a b l e  r a d i o a c t i v i t y  (b o th  ( ^ h ) 

a n d  [ ^ ^ c ]  ) by  t h e  s t a n d a r d  m e t h o d  (p. 98 ).

D N A  - s R N A  H Y B R I D I S A T I O N

H y b r i d i s a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  a  m o d i f i c a t i o n  of  t h e  m e t h o d  

o f  G i l l e s p i e  & S p i e g e l m a n  (1965) w h i c h  c o n s i s t e d  o f  i m m o b i l i s i n g
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D N A  b y  b i n d i n g  i t  to  n i t r o c e l l u l o s e  m e m b r a n e  f i l t e r s ,  

h y b r i d i s i n g  R N A  to th e  f i x e d  D N A  a n d  r e m o v i n g  u n p a i r e d  

R N A  a n d  R N A  c o m p l e x e d  o v e r  s h o r t  r e g i o n s .

1. I m m o b i l i z a t i o n

S c h l e i c h e r  and  Sc h u e  11 m e m b r a n e  f i l t e r s  w e r e  p r e p a r e d  

b y  p r e s o a k i n g  t h e  f i l t e r s  f o r  1 m i n u t e  w i t h  6 x  SSC a n d  

w a s h i n g  e a c h  s i d e  w i t h  10 m l .  of  6 x  SSC, D e n a t u r e d  DN A  

s o l u t i o n s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of  10 pg .  p e r  m l .  in  6 x  SSC 

w e r e  s l o w l y  p a s s e d  t h r o u g h  th e  f i l t e r s  w h i c h  w e r e  t h e n  

t h o r o u g h l y  w a s h e d  w i t h  100 m l ,  of  6 x  SSC by  s u c t i o n  f i l t r a t i o n .  

T h e  D N A  f i l t e r s  w e r e  d r i e d  f o r  4 h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

a n d  a t  6 5 °  f o r  18 h o u r s .

H y b r i d s  w e r e  f o r m e d  by  i m m e r s i n g  t h e  D N A  f i l t e r s  in 

s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  c o n t a i n i n g  5 m l ,  of  ^ ^ h ] u r i d i n e  l a b e l l e d  

4 s  R N A j i n  6 x  SSC, A n n e a l i n g  w a s  c a r r i e d  o u t ,  w i t h o u t  

s h a k i n g ,  a t  6 5 °  f o r  18 h o u r s  a f t e r  w h i c h  t i m e  th e  v i a l s  w e r e  

c o o l e d  q u i c k l y .

3. E l i m i n a t i o n  o f  " N o i s e ''

T h e  f i l t e r s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  h y b r i d i s a t i o n  m i x t u r e  

a n d  e a c h  s i d e  w a s  w a s h e d  w i t h  50 m l .  o f  2 x  SSC bv  s u c t i o n
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f i l t r a t i o n .  U n c o m p l e m e n t e d  R N A  w a s  d e s t r o y e d  by  

i m m e r s i n g  t h e  f i l t e r s  f o r  1 h o u r  a t  2 0 °  in  5 m l .  of 

2 X SSC c o n t a i n i n g  20 pg. p e r  m l .  o f  b o i l e d  p a n c r e a t i c  

R N a s e .  T h e  f i l t e r s  w e r e  t h e n  r e  w a s h e d  on  e a c h  s i d e  a s  

b e f o r e ,  d r i e d  a n d  c o u n t e d  i m m e r s e d  in  t o l u e n e  s c i n s t a n t .
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P a g e  No,

( T a b l e s  : 3 - 5 )  112
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R E S U L T S

T h e  e x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s  to b e  r e p o r t e d  a r e ,  

f o r  c o n v e n i e n c e ,  d i v i d e d  in to  5 g e n e r a l  s e c t i o n s .

1. T h e  d e s c r i p t i o n  of  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  g r o w t h ,  

s t o r a g e  a n d  a s s a y  o f  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .

2. G e n e r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  of  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t i o n  in  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s .

3. T h e  m e t a b o l i s m  of p u l s e - l a b e l l e d  lo w  m o l e c u l a r

w e i g h t  R N A s  in  n o n - i n f e c t e d  a n d  p s e u d o  r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s .

4. T h e  g e n e t i c  o r i g i n  of  4 s R N A  i n  p s e u d o r a b i e s

v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s .

5. T h e  c o m p o s i t i o n  o f  a m i n o a c y l - t R N A  p o p u l a t i o n s

in  n o n - i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s .

1. D E S C R I P T I O N  O F  O P T I M A L  C O N D IT IO N S  F O R  G R O W T H ,
S T O R A G E  A N D  ASSAY O F  P S E U D O R A B I E S  VIRUS

(a) E f f e c t  of  M u l t i p l i c i t y  a n d  G r o w th  M e d i u m  o n  
V i r u s  Y ie ld .

W h e n  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  e x p o s e d  to 

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  v a r y i n g  m u l t i p l i c i t i e s  f o r  1 h o u r
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a t  37°  a n d  t h e  v i r u s  t h e n  p e r m i t t e d  to  m u  I t  ip  ly^ in  

e i t h e r  E C  o r  E T C  g r o w t h  m e d i u m ^ u n t i l  t y p i c a l  

c y t o p a t h i c  e f f e c t  w a s  v i s i b l e  i n  a l l  c e l l s ,  t h e  y i e l d  

o f  v i r u s  o b t a i n e d  v a r i e d  s u b s t a n t i a l l y .  T h i s  v a r i a t i o n  

c o u l d  b e  c o r r e l a t e d  to t h e  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  a n d  

to  th e  g r o w t h  m e d i u m  u s e d .  T a b l e  (3) s h o w s  t h e  

r e s u l t s  o f  8 e x p e r i m e n t s  in  w h i c h  d i f f e r e n t  m u l t i p l i c i t i e s  

o f  t h e  s a m e  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  p r e p a r a t i o n  w e r e  u s e d  

f o r  i n f e c t i o n .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  a n  a l m o s t  20 f o ld  

i n c r e a s e  in  y i e l d  f r o m  t h e  c u l t u r e s  i n f e c t e d  a t  a 

m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  o f  0. 0 0 25  p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  

p e r  c e l l ,  c o m p a r e d  to t h a t  o b t a i n e d  f r o m  t h o s e  i n f e c t e d  

a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  10 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  p e r  c e l l .  

M a r g i n a l l y  h i g h e r  v i r a l  y i e l d s  (2 fo ld )  w e r e  a l s o  

o b t a i n e d  b y  i n c u b a t i n g  th e  i n f e c t e d  c e l l s  in  E T C  r a t h e r  

t h a n  E C  g r o w t h  m e d i u m .  It w o u ld  t h e r e f o r e  s e e m ,  t h a t  

u n i n f e c t e d  c e l l s  p r o d u c e d  a  s u b s t a n c e  r e q u i r e d  f o r  v i r a l  

g r o w t h  a n d  t h a t  t h i s  s u b s t a n c e  w a s  s u p p l i e d  b y  th e  

p r o v i s i o n  o f  T r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h .  P r e f o r m e d  

p u r i n e  a n d  p y r i m i d i n e  n u c l e o s i d e s  a r e  t h e  o b v i o u s  

c a n d i d a t e s .  O n  t h e  b a s i s  o f  t h e s e  r e s u l t s ,  m u l t i p l i c i t i e s  

o f  i n f e c t i o n  o f  l e s s  t h a n  1 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t  p e r  300



T a b l e  3.

G r o w t h
M e d i u m

M u l t i p l i c i t y  of 
I n f e c t i o n  
P F U / c e l l

V i r a l  Y i e ld  
log  10 P F U / c u l t u r e

I n c u b a t i o n  
P e r i o d  

( h r s .  )

E T C 0 . 0 0 2 5 8. 35 36

E T C 0. 025 8. 01 27

E T C 1. 00 7. 14 27

E T C 10. 00 6 . 9 5  ‘ 27

E C 0 . 0 0 2 5 8. 07 36

E C 0. 025 7, 47 27

E C 1. 00 7. 10 27

E C 10. 00 6. 80 27

E f f e c t  o f  G r o w t h  M e d i u m  a n d  M u l t i p l i c i t y  o f  I n f e c t i o n  on  th e  

Y i e l d  of  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  f r o m  B H K Z l / 1 3  C e l l s .

C o n f l u e n t  m o n o l a y e r  c u l t u r e s  o f  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  i n  50 m m .  

p l a s t i c  p l a t e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n  0, 5 m l .  

o f  E C  o r  E T C  a t  th e  m u l t i p l i c i t i e s  o f  e x p o s u r e  i n d i c a t e d ^  A f t e r  

a d s o r p t i o n  f o r  1 h r .  a t  37° t h e  c u l t u r e s  w e r e  f e d  w i t h  a  f u r t h e r

3. 5 m l .  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  m e d i u m  a n d  i n c u b a t e d  a t  37° f o r  t h e  

t i m e s  s h o w n .  T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  t h e  v i r u s  e x t r a c t e d  

b y  s o n i c a t i o n .  T h e  v i r u s  y i e l d ,  e x p r e s s e d  a t  log^Q P E U  p e r  

c u l t u r e ,  w a s  e s t i m a t e d  b y  th e  s t a n d a r d  p l a q u e  a s s a y  t e c h n i q u e .
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c e l l s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  r o u t i n e  g r o w t h  of  h ig h  t i t r e  

s t o c k s  of p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a n d  E T C  w a s  s e l e c t e d  

a s  t h e  g r o w t h  m e d i u m .  T h i s  t e c h n i q u e  r e s u l t e d  in  a  

p a r t i c l e  i n f e c t i v i t y  r a t i o  of l e s s  t h a n  5 :1 .

(b) E f f e c t  o f  T e m p e r a t u r e  on  V i r u s  Y ie ld ,

T h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  on  th e  m u l t i p l i c a t i o n  of  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  w a s  e s t i m a t e d  b y  m e a s u r i n g  th e  

y i e l d  o f  v i r u s  o b t a i n e d  f r o m  c u l t u r e s  i n c u b a t e d  a t  

31°  o r  37° t h r o u g h o u t  th e  v i r a l  a d s o r p t i o n  a n d  

m u l t i p l i c a t i o n  p h a s e s .  In a l l  c a s e s ,  t h e  c u l t u r e s  w e r e  

i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  of e x p o s u r e  o f  0. 00 3 p l a q u e  

f o r m i n g  u n i t s  p e r  c e l l ,  p r o v i d e d  w i t h  E T C  g r o w t h  

m e d i u m  a n d  h a r v e s t e d  w h e n  e v e r y  c e l l  s h o w e d  e v id e n ce ,  

o f  th e  t y p i c a l  v i r a l  c y t o p a t h i c  e f f e c t  (27 h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n  a t  3 7 ° ,  48  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  a t  3 1 ° ) .  A t  

3 7 ° ,  e a c h  c e l l  y i e l d e d  a n  a v e r a g e  o f  200  p l a q u e  f o r m i n g  

u n i t s  w h i l e  a t  3 1 °  t h e  a v e r a g e  v i r a l  y i e l d  p e r  c e l l  w a s  

250  p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s .  D e s p i t e  t h i s  m a r g i n a l  i n c r e a s e  

in  t h e  y i e l d  a t  31 °, 37°  w a s  r o u t i n e l y  u s e d  f o r  th e  

p r e p a r a t i o n  of  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  s t o c k s  s i n c e  a n  

i n c u b a t i o n  p e r i o d  of  27 h o u r s  w a s  m o r e  c o n v e n i e n t  a n d
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m o r e  e c o n o m i c a l  in  t e r m s  of  i n c u b a t o r  s p a c e ,

(c) E f f e c t  o f  S t o r a g e  C o n d i t i o n s  o n  V i r a l  I n f e c t i v i t y .

T h e  e f f e c t  of  s t o r a g e ^ i n  T r i s -  s a l i n e  C a .  10%  

o n  t h e  v i a b i l i t y  of  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i s  s h o w n  in  

T a b l e  (4). S t o r a g e  f o r  8 d a y s  a t  4 °  o r  - 7 0 °  h a d  no 

e f f e c t  o n  t h e  t i t r e  of i n f e c t i o u s  v i r u s  in  t h e  p r e p a r a t i o n s .  

A f t e r  2 m o n t h s  a t  - 7 0 °  t h e  t i t r e  h a d  d r o p p e d  b y  a  

f a c t o r  o f  2 ,  b u t  t h i s  i s  p r o b a b l y  n o t  s i g n i f i c a n t .  T h e  

v i r u s  i s ^ t h e r e f o r e , r e l a t i v e l y  s t a b l e  a n d  c a n  b e  s a f e l y  

s t o r e d  f o r  lo n g  p e r i o d s  a t  - 7 0 °  a n d  f o r  a t  l e a s t  1 w e e k  

a t  4 ° .

(d) E f f e c t  of  A s s a y  C o n d i t i o n s  on  A c c u r a c y  of  I n f e c t i v i t y  
D e t e r m i n a t i o n s .

T h e  s t a n d a r d  p l a q u e  a s s a y  u s e d  in  t h e  f o l l o w in g  

e x p e r i m e n t s ^ u n i e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d , w a s  t h a t  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d  (p. 78 ).

T h e  e f f e c t  of a l t e r i n g  th e  i n f e c t i n g  c o n d i t i o n s  in  

t h e  p l a q u e  a s s a y  i s  s h o w n  in  T a b l e  (5). T h e  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  s u s p e n s i o n s  a s s a y e d  u n d e r  e a c h  of 

t h e  c o n d i t i o n s  l i s t e d  w e r e  a d j u s t e d  so  t h a t  t h e  s a m e  t o t a l  

v i r u s  i n o c u l u m  w a s  p r e s e n t  in  a l l  t h e  i n f e c t e d  c u l t u r e s .  

T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t ,  w h e n  i n f e c t i n g  m o n o l a y e r



T a b l e  4.

C o n d i t i o n s  of  S t o r a g e T i t r e  o f  I n f e c t i o u s  V i r u s  
log^Q P F U / m l .

0 d a y s 8. 22

8 d a y s  a t  4* 8. 18

8 d a y s  a t  - 7 0 ° 8. 30

60 d a y s  a t  - 7 0 ° 8. 00

E f f e c t  o f  S t o r a g e  o n  P s e u d o r a b i e s  V i r u s .

I d e n t i c a l  s u s p e n s i o n s  of p s e u d o r a b i e s  v i r u s  in  T r i s - s a l i n e  

C a  10% w e r e  s t o r e d  f o r  v a r i o u s  p e r i o d s  of  t i m e  a t  e i t h e r  - 7 0 *  

o r  4®, b e f o r e  t h e  t i t r e  o f  i n f e c t i o u s  v i r u s  w a s  e s t i m a t e d  by  th e  

p l a q u e  a s s a y  t e c h n i q u e .



T a b l e  5.

I n f e c t i n g  P r o c e d u r e E s t i m a t e  of T i t r <s (log^Q P F U / m l . )

I II

I n f e c t i o n  in  S u s p e n s i o n 8. 7 10. 25

I n f e c t i o n  in  M o n o l a y e r s
( l  m l ,  ) 8. 19 9. 0

(0. 5 m l ,  )
\

8. 24 9. 10

(0. 2 m l .  ) 9. 56

E f f e c t  o f  M o d e  of I n f e c t i o n o n  t h e  E f f i c i e n c y of  t h e  P l a q u e

A s s a y  P r o c e d u i ^ e

T w o s e p a r a t e  p r e p a r a t i o n s  o f  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  w e r e  u s e d ,  

d i l u t i o n s  b e i n g  m a d e  in  T r i s  - s a l i n e  C a  10%. T h e  i n o c u l u m  w a s  

e i t h e r  i n c u b a t e d  on  m o n o l a y e r  c u l t u r e s  in  50 m m .  p l a s t i c  p l a t e s  

i n  t h e  v o l u m e  i n d i c a t e d  f o r  60 m i n s .  a t  37* o r  c e l l s  i n f e c t e d  in  

s u s p e n s i o n  w e r e  a g i t a t e d  u n d e r  s i m i l a r  c o n d i t i o n s .  T h e  i n o c u l u m  

w a s  r e m o v e d  a n d  th e  m o n o l a y e r  c u l t u r e s  w a s h e d  a n d  o v e r l a y e d  

w i t h  a  s t a n d a r d  a g a r  o v e r l a y  m e d i u m  o r  t h e  s u s p e n d e d  c e l l s  w e r e  

a l l o w e d  to a d h e r e  to  p l a s t i c  p l a t e s  f o r  3 h r s .  b e f o r e  s i m i l a r  

t r e a t m e n t .  27 h r s .  l a t e r  th e  n u m b e r  o f  p l a q u e s  f o r m e d  p e r  p l a t e  

w e r e  c o u n t e d  a n d  t h e  f i g u r e s  s h o w n  g iv e  t h e  t i t r e s  e s t a b l i s h e d  f r o m  

t h e  a v e r a g e  o f  s e v e r a l  p l a t e s .
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c u l t u r e s ,  i t  w a s  o b v i o u s l y  a ,d v a n t a g e o u s  to u s e  a n

0. 2 m l .  i n f e c t i n g  v o l u m e  in  p r e f e r e n c e  to  o n e  of  0. 5 m l .  

o r  1 m l .  H o w e v e r ,  w h e n  i n f e c t i n g  c o v e r  s l i p  c u l t u r e s  

in  p l a s t i c  p l a t e s , a n  i n f e c t i n g  v o l u m e  o f  1 m l .  w a s  

r o u t i n e l y  u s e d  s i n c e  th e  r e p e a t e d  t i p p i n g  o f  th e  p l a t e  

e s s e n t i a l  f o r  e v e n i i f e c t i o n  w h e n  u s i n g  a n  i n f e c t i n g  v o l u m e  

o f  0. 2 m l . j  i s  n o t  d e s i r a b l e .  C a r e  w a s  t a k e n  to  e n s u r e  

t h a t  a n y  s u c h  d i s c r e p a n c y  w a s  a c c o u n t e d  for '  i n  the  

c a l c u l a t i o n  of  t h e  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n .  I n f e c t i o n  

i n  s u s p e n s i o n  a p p e a r s  to  b e  th e  m o s t  e f f i c i e n t  a s s a y  

p r o c e d u r e  a n d  t h i s  w a s  t h e r e f o r e  r o u t i n e l y  u s e d .

S e v e r a l  d i f f e r e n t  o v e r l a y  p r o c e d u r e s  w e r e  a l s o  

i n v e s t i g a t e d ^ n a m e l y  C M C  m e d i u m ,  a g a r  o v e r l a y  m e d i u m ,  

E T H u  a n d  E T C  c o n t a i n i n g  h e p a r i n  a t  2 5 p g . / m l .  I t  w a s  

o b s e r v e d  w i t h  b o t h  C M C  m e d i u m  a n d  E T H u  t h a t ,  a t  

24  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  th e  p l a q u e s  w e r e  n o t  d i s c r e t e  

b u t  d i f f u s e  a n d  s t r e a k e d  b u t , w i t h  b o t h  t h e  a g a r  o v e r l a y  

m e d i u m  a n d  t h e  E T C  c o n t a i n i n g  h e p a r i n , d i s c r e t e  p l a q u e s  

w e r e  p r o d u c e d .  B y  4 8  h o u r s ,  t h e  p l a q u e s  p r o d u c e d  on  

t h e  p l a t e s  w i t h  E T C  c o n t a i n i n g  h e p a r i n  a l s o  s h o w e d  s i g n s  

o f  s t r e a k i n g .  A t  t h i s  t i m e , d i s c r e t e  p l a q u e s  w e r e  s t i l l
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p r e s e n t  o n  t h o s e  c u l t u r e s  w h i c h  h a d  b e e n  o v e r l a y e d  

w i t h  a g a r  m e d i u m .  T h e  a g a r  o v e r l a y  m e t h o d  was^ 

t h e r e f o r e ^  u s e d  a l t h o u g h  t h i s  n e c e s s i t a t e d  a l l o w i n g  

2 - 3  h o u r s  f o r  th e  c e l l s  to s t i c k  to  t h e  p l a t e s  b e f o r e  

a p p l y i n g  th e  o v e r l a y .

To d e t e r m i n e  t h e  i d e a l  i n c u b a t i o n  p e r i o d  f o r  

p l a q u e  d e v e l o p m e n t ,  i d e n t i c a l  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  

s u s p e n s i o n s  w e r e  a s s a y e d  by  t h e  s t a n d a r d  p l a q u e  a s s a y  

t e c h n i q u e  a n d  th e  p l a q u e s  a l l o w e d  to d e v e l o p  a t  37* f o r  

27 o r  48  h o u r s .  T h e  p l a q u e s  a t  48  h o u r s  w e r e  l a r g e r  

t h a n  t h o s e  a t  27 h o u r s  b u t  the  a v e r a g e  n u m b e r  of  

p l a q u e s  p r o d u c e d  p e r  p l a t e  w e r e  i d e n t i c a l ,  w i t h i n  t h e  

l i m i t s  o f  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  I t  w a s ,  t h e r e f o r e ,  

p o s s i b l e  to c o u n t  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  p l a q u e s  p e r  p l a t e  

a t  27 h o u r s  a n d  f o r  t h i s  r e a s o n  t h i s  t i m e  i n t e r v a l  w a s  

c h o s e n  f o r  r o u t i n e  u s e .

T h e  d e v e l o p m e n t  of th e  p l a q u e  a s s a y  s y s t e m  j u s t  

d e s c r i b e d  a n d  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  h i g h  t i t r e  s t o c k s  of  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  f a c i l i t a t e d  th e  i n v e s t i g a t i o n  of 

i n f e c t i o n  of B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w i t h  t h e  v i r u s  u n d e r  

c o n d i t i o n s  in  w h i c h  e v e r y  c e l l  w a s  i n f e c t e d .  T h e
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p r o c e s s  o f  i n f e c t i o n  ( in B H K 2 1 / 1 3  c e l l s )  w i t h  t h e  

n e w l y  i s o l a t e d  v i r u s  s t r a i n  w a s  c h a r a c t e r i s e d ,  so t h a t  

m e a n i n g f u l  c o m p a r i s o n s  c o u ld  b e  d r a w n  w i t h  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  d a t a  a n d  so t h a t  t h e  o p t i m a l  e x p e r i m e n t a l  

c o n d i t i o n s  w e r e  u s e d  in  b i o c h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n s  

c o m p a r i n g  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A s  i n  n o n - i n f e c t e d  

a n d  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s .

2. G E N E R A L  C H A R A C T E R I S T I C S  O F  P S E U D O R A B I E S  V IRU S
I N F E C T I O N  O F  B H K 2 1 / 1 3  C E L L S

(a) S i n g l e  S t e p  G r o w t h  C u r v e  o f  P s e u d o  r a b i e s  
V i r u s  in  a  H ig h  S e r u m  S y s t e m .

C e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  i n o c u l a t e d  a t  4 °  w i t h  5 

p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  o f  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  ]3er c e l l  and ,  

a f t e r  18 h o u r s  a t  4 /  d i s p e n s e d  in to  p l a s t i c  d i s h e s .  T h e  

i n f e c t e d  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  in  E T C  a t  37°  a n d  s a m p l e s  

r e m o v e d  a t  s e l e c t e d  t i m e s  a f t e r  i n f e c t i o n .  I n c r e a s e s  

i n  t o t a l  i n f e c t i o u s  v i r u s  ( g r o w t h  m e d i u m  + c e l l s )  a n d  in  

t h e  i n f e c t i o u s  v i r u s  a l r e a d y  r e l e a s e d  in to  t h e  g r o w t h  

m e d i u m  ( e x p r e s s e d  a s  log  u n i t s )  a r e  p l o t t e d  a g a i n s t  

t i m e  a f t e r  i n f e c t i o n  ( F i g ,  3). T h e  v a r i a t i o n ,  w i t h  t i m e ,  

o f  t h e  n u m b e r  o f  i n f e c t i o u s  c e n t r e s  p r e s e n t  p e r  10^ c e l l s  

i s  a l s o  s h o w n  in  t h i s  f i g u r e .  T h e  r e s u l t s ,  w i t h  r e f e r e n c e  

to  t o t a l  v i r u s  p r o d u c t i o n ,  s h o w  t h a t  in  1 h o u r  a t  3 7  ̂ t h e



F i g u r e  3„

Q}ne-s t e p G r o w t h  C u r v e  o f  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  in  B H K 2 1 / 1 3  

C e l l s  in  a  H ig h  S e r u m  T i s s u e  C u l t u r e  S y s t e m .

4 X 10^ c e l l s  in  s u s p e n s i o n ,  i n  E T C ,  w e r e  i n f e c t e d  a t  a
i

iT ju l t ip l i c i ty  o f  e x p o s u r e  of  5 P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s

I

v i r u s  a n d  t h e  s u s p e n s i o n  m a i n t a i n e d  a t  4 ° f o r  18 h r s .  T h e  c e l l s  

w e r e  t h e n  g r o v / n  i n  4  m l .  of  E T C  a t  37°  in  p l a s t i c  d i s h e s  

c o n ' t a i n i n g ‘4 X 10^ c e l l s  p e r  d i s h . '  A t  s e l e c t e d ;  t i m 'e s  P .  1; ,

2 c u l t u r e s  w e r e  s e p a r a t e l y  e s t i m a t e d  f o r  t o t a l  i n f e c t i o u s  v i r u s

p r o d u c e d ,  f o r  c e l l  f r e e  v i r u s  p r o d u c e d  a n d  f o r  i n f e c t i o u s  c e n t r e s .  

S t j a n d a rd  a s s a y  p r o c e d u r e s  w e r e  u s e d .  T h e  v a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  

th*e d u p l i c a t e  c u l t u r e s  w e r e  a v e r a g e d  a n d  th e  i n f e c t i v i t y  t i t r e s ,  

e x p r e s s e d  a s  l o g a r i t h m s  o f  P F U  p e r  10^ c e l l s  o r i g i n a l l y  p l a t e d ,
I

p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  P .  I. I n f e c t i o u s  c e n t r e s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  

l o j ^ a r i t h m s  of  t h e  n u m b e r  o f  i n f e c t e d  c e l l s  p e r  10^ c e l l s  h a r v e s t e d .

T o t a l  i n f e c t i o u s  v i r u s .

C e l l - f r e e  v i r u s .

I n f e c t i o u s  c e n t r e s .
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v i r u s ,  w h i c h  h a d  b e e n  e l e c t r o s t a t i c a l l y  a d s o r b e d  

a t  4 ° ,  h a d  p e n e t r a t e d  th e  c e l l s  a n d  t h a t  i n f e c t i o u s  

( p r o g e n y )  v i r u s  w a s  f i r s t  p r o d u c e d  b e t w e e n  4 a n d  5 

h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  E x jp o n e n t i a l  g r o w t h  t h e n  t o o k  

p l a c e  u n t i l  10 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  a f t e r  w h i c h  t i m e  no 

s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  in  t h e  i n f e c t i o u s  v i r u s  t i t r e  w a s  

o b s e r v e d .  D u r i n g  t h e  e x p o n e n t i a l  p h a s e  o f  4 h o u r s '  

d u r a t i o n , a  o n e  t h o u s a n d f o l d  i n c r e a s e  in  t h e  n u m b e r  of  

p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  t o o k  p l a c e .  T h e  a v e r a g e  y i e l d  

of t o t a l  v i r u s  p e r  c e l l  w a s  400  p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s ,  

w h i l e  t h e  a v e r a g e  y i e l d  p e r  i n f e c t i o u s  c e n t r e  w a s  1,200 

p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s .  S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  b y  K a p l a n  & V a t t e r  (1959)  u s i n g  a n  R K  c e l l  

s y s t e m .

E x a m i n a t i o n  of t h e  p l o t  o f  i n f e c t i o u s  v i r u s  p r e s e n t  

in  t h e  g r o w t h  m e d i u m  a g a i n s t  t i m e  i n d i c a t e s  t h a t  f r o m  

5 - 1 0  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  v i r u s  w a s  r e l e a s e d  f r o m  th e  

c e l l s  in to  t h e  s u r r o u n d i n g  m e d i u m .  T h e  r a t e  o f  r e l e a s e  

w a s  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  o v e r  t h i s  p e r i o d  b u t  w a s  

s i g n i f i c a n t l y  s l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  v i r u s  p r o d u c t i o n  

w i t h i n  t h e  c e l l s .  .Th is  p r o c e s s  c o n t i n u e d  a t  a  s l o w e r
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r a t e  up  t i l l  24 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  a t  w h i c h  t i m e  th e  

g r e a t e r  p r o p o r t i o n  of  t h e  i n f e c t i o u s  v i r u s  w a s  no  l o n g e r  

c e l l  a s s o c i a t e d  b u t  f o u n d  in  t h e  g r o w t h  m e d i u m .

T y p i c a l  v i r a l  c y t o p a t h i c  e f f e c t  - a  g e n e r a l i s e d  r o u n d i n g  

u p  of c e l l s  - w a s  f i r s t  o b s e r v e d  a t  a b o u t  5 h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n .

(b) S i n g l e  S te p  G r o w t h  C u r v e  of  P s e u d o  r a b i e s  V i r u s  in  
L o w  S e r u m  S y s t e m .

T h e  p r o d u c t i o n  of  i n f e c t i o u s  v i r u s  in  c e l l s  p r e v i o u s l y  

d e p r i v e d  of  s e r u m  w a s  a l s o  e x a m i n e d .  " S t a t i o n a r y "  

c u l t u r e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  10 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  

o f  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  p e r  c e l l  i n  u s e d  ' m e d i u m  a n d  

u n a d s o r b e d  v i r u s  w a s  r e m o v e d  b y  w a s h i n g ,  a f t e r  a n  

i n c u b a t i o n  p e r i o d  of  1 h o u r  a t  3 7 ° .  T h e  i n f e c t e d  c u l t u r e s  

w e r e  g r o w n  in  u s e d  * E S O H - ^ %  C a .  a n d  s a m p l e s  r e m o v e d  

a t  h o u r l y  i n t e r v a l s  u p  to  12 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  a t  

24  h o u r s  a n d  30 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  I n c r e a s e s  in  

t o t a l  i n f e c t i o u s  v i r u s  ( e x p r e s s e d  in  lo g  u n i t s )  a r e  p l o t t e d  

a g a i n s t  t i m e  a f t e r  i n f e c t i o n  ( P i g .  4) .

T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  th e  v i r a l  i n o c u l u m  h a d  

b e e n  t a k e n  u p  b y  1 h o u r  p o s t  i n f e c t i o n .  F r o m  5 - 9  h o u r s  

i n f e c t i o u s  v i r u s  p r o d u c t i o n  w a s  e x p o n e n t i a l ,  a  200 f o ld



I  F i g u r e  4 ,

I
O p e - s t e p  G r o w th  C u r v e  of  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  in  B H K Z 1 / I 3  

I  C e l l s  in  a  S e r u m  D e f i c i e n t  T i s s u e  C u l t u r e  S y s t e m ,

1. 5 X 10^ c e l l s ,  i n c u b a t e d  f o r  4  d a y s  a t  37° in  50 m m ,  p l a s t i c
I

di jshes  in  s e r u m  d e f i c i e n t  E S O H  0, 2 5% C a  m e d i u m ,  w e r e  i n f e c t e d  a t  

a  j m u l t i p l i c i t y  of  e x p o s u r e  o f  10 P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s ,  

Tljie i n f e c t i n g  f l u id  u s e d  w a s  m e d i u m  r e m o v e d  f r o m  t h e  c e l l  s h e e t

(OL 5 m l .  / d i s h ) .  A f t e r  a l l o w i n g  1 h r .  a t  37°  f o r  a d s o r p t i o n ,  t h e  c e l l
I

s l i e e t s  w e r e  w a s h e d  a n d  5 m l ,  o f  t h e  u s e d '  m e d i u m  a d d e d  b a c k  to
■ I

I
e ^ c h  ID l a t e .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  r e i n c u b a t e d  a t  37°  a n d  a t  s e l e c t e d

i
tliSnes P .  I, t h e  t o t a l  p r o d u c t i o n  of  i n f e c t i o u s  v i r u s  f r o m  e a c h  of  2 

c u j l t u r e s  w a s  e s t i m a t e d  by  p l a q u e  a s s a y .  T h e  v a l u e s  f r o m  t h e  

d u p l i c a t e  p l a t e s  w e r e  a v e r a g e d  a n d  t h e  t i t r e s  ( e x p r e s s e d  a s  l o g a r i t h m s

of t o t a l  P F U  p e r  10 c e l l s  i n i t i a l l y  p l a t e d )  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  P .  I.



I''if,i:ure 4 .

UD r-4 I—I 
(i) O

p -i

3
liO

H

2.0

0 10
Time r . l .  ( h r s . )

15 •20 25



121.

i n c r e a s e  in  t i t r e  o c c u r r i n g ,  w h i l e  f r o m  10 h o u r s  t i l l  

24  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  l i t t l e  i n c r e a s e  in  i n f e c t i o u s  t i t r e  

w a s  o b s e r v e d .  T h e  a v e r a g e  y i e l d  of  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  p e r  c e l l  w a s  a p p r o x i m a t e l y  4  p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s ,  

a  s u b s t a n t i a l l y  l o w e r  y i e l d  (xlOO) t h a n  t h a t  o b t a i n e d  i n  

t h e  h i g h  s e r u m  s y s t e m ' .  In  t h i s  s y s t e m ,  c y t o p a t h i c  

e f f e c t  a p p e a r e d  a t  8 o r  9 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  w a s  

n o t  t y p i c a l  o f  t h a t  n o r m a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  v i r u s  

s i n c e  t h e  c e l l s  d id  n o t  a l l  r o u n d  u p  b u t  t e n d e d  to r e t a i n  

t h e i r  c h a r a c t e r i s t i c  s h a p e  a n d  a l t e r  o n ly  in  r e f r a c t i l i t y

o r  in  a  t e n d e n c y  to f u s e  t o g e t h e r .

I t  w q u l d , t h e r e f o r  e, s e e m  th a t  p r o d u c t i o n  of  i n f e c t i o u s  

v i r u s  d o e s  o c c u r  in  c e l l s  d e p r i v e d  of  s e r u m  o n  a  t i m e  

s c a l e  s i m i l a r  to t h a t  in  a c t i v e l y  g r o w i n g  c e l l s ,  b u t  t h a t  

t h e  o v e r a l l  v i r u s  y i e l d  i s  s u b s t a n t i a l l y  d i m i n i s h e d .  T h e  

d e c r e a s e  o b s e r v e d  m a y  b e  a t t r i b u t a b l e  to  e i t h e r  (a) v i i u s  

m u l t i p l i c a t i o n  a t  a  r e d u c e d  l e v e l  o c c u r r i n g  in  e v e r y  c e l l  

(due  to t h e  i n a c t i v e  s t a t e  of t h e  c e l l s  t h e m s e l v e s  o r  to  

d e f i c i e n c i e s  o f  e s s e n t i a l  g r o w t h  c o m p o n e n t s  in t h e  

c o n d i t i o n s  p r o v i d e d )  o r  (b) a  v e r y  s m a l l  p e r c e n t a g e  of 

t h e  c e l l s  s u p p o r t i n g  v i r a l  r e p l i c a t i o n  a t  t h e  n o r m a l  l e v e l
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(due  to l o w e r e d  c e l l  v i a b i l i t y  i n  s e r u m  d e f i c i e n t  

c o n d i t i o n s ) .  N o  a t t e m p t  h a s  b e e n  m a d e  to r e s o l v e  

t h i s  q u e s t i o n  e x p e r i m e n t a l l y .  It  s h o u l d  p e r h a p s  b e  

n o t e d j t h a t  a s i t u a t i o n  s i m i l a r  to a l t e r n a t i v e  (a) i s  

o b s e r v e d  f o l l o w in g  i n f e c t i o n  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  in  t h e  

a b s e n c e  o f  a r g i n i n e  ( T a n k e r s l e y ,  1964) ,

(c ) D N A  S y n t h e s i s  d u r i n g  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  
I n f e c t i o n  in  a H ig h  S e r u m  S y s t e m .

T h e  e f f e c t  o f  i n f e c t i o n  of  g r o w i n g  c u l t u r e s  of  

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  o n  th e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  [ ^ h ] t h y m i d i n e  in to  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  

i n s o l u b l e  m a t e r i a l  i s  i l l u s t r a t e d  in  F i g .  5a .  T h e  b a r s  

o n  t h e  h i s t o g r a m s  a r e  e s t i m a t e s  of  t h e  a v e r a g e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  [ h ] l a b e l  in to  a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  

in  c o v e r  s l i p  c u l t u r e s  o f  u n i n f e c t e d  o r  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  (a t  a  m u l t i p l i c i t y  of 10 p la q i  f o r m i n g  u n i t s  p e r  

c e l l )  c e l l s ^ e x p o s e d  to  th e  i s o t o p i c a l l y  l a b e l l e d  c o m p o u n d  

f o r  1 h o u r  in  E C  m e d i u m .  T h e  l e v e l s  o f  t h y m i d i n e  

i n c o r p o r a t i o n  in to  t h e  u n i n f e c t e d  c u l t u r e s  v a r i e d  w i t h  

t i m e  a f t e r  m o c k - i n f e c t i o n  a n d  t h i s  w a s  p r o b a b l y  

a t t r i b u t a b l e  to o n l y  . p a r t i a l l y  a s y n c h r o n o u s  D N A  s y n t h e s i s



F i g u r e  5,

(a)'j E f f e c t  of  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n  on  D N A  S y n t h e s i s  in

1 B H K 2 1 / 1 3  C e l l s  in  a  H ig h  S e r u m  T i s s u e  C u l t u r e  S y s t e m .
1

I B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  m a i n t a i n e d  i n  h i g h  s e r u m  m e d i u m  o n  13 m m .  

g l a s s  c o v e r s l i p s ,  w e r e  m o c k  i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s
I

v i r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  o f  10 P F U  p e r  c e l l .  A f t e r  a d s o r p t i o n  

fo r i  1 h r .  a t  37*^, t h e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 i n 2 m l .  o f  E C

m e d i u m .  No a t t e m p t  w a s  m a d e  to  s y n c h r o n i s e  i n f e c t i o n .  A t
I

s e l e c t e d  t i m e s  P .  I. 10 pC of  [ ^h ] t h y m i d i n e  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  I C / m - m o l e )
I

w a ^  a d d e d  a n d  1 h r .  l a t e r  th e  c o v e r s l i p s  w e r e  r e m o v e d ,  r i n s e d  a n d  

f i x J d .  T h e  [ ^ h ] l a b e l  i n c o r p o r a t e d  p e r  c o v e r  s l i p  in  1 h r .  i n to  

t r ic jh lo  r a c e  t i c  a c i d  i n s o l u b l e  p r o d u c t  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  P .  I.

Eac jh  v a l u e  s h o w n  i s  a n  a v e r a g e  f r o m  3 c o v e r s l i p s .
i

(b) lE f f e c t  o f P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n  o n  D N A  S y n t h e s i s  in  

|B H K 2 I / I 3  C e l l s  in  a  S e r u m  D e f i c i e n t  T i s s u e  C u l t u r e  S y s t e m .

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  p r e v i o u s l y  m a i n t a i n e d  f o r  4  d a y s  o n  13 m m .

c o v e r  s l i p s  i n  lo w  s e r u m  E S O H  m e d i u m ,  w e r e  m o c k  i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d
1

with; p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  o f  10 P F U  p e r
I

c e l l | i n  ' u s e d '  m e d i u m .  A l l  s u b s e q u e n t  p r o c e d u r e s  w e r e  a s  

d e s q r i b e d  i n  S e c t i o n  (a) e x c e p t  t h a t  t h e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  in  

2 mlf. o f  ' u s e d '  m e d i u m .

C 3 p l - l j  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  in  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s .

i A  1(1̂ 11] t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  in  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s .

I . ( c t s .  / m i n .  / c o v e r s l i p ) .
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t h e  c e l l  p o p u l a t i o n .  E s t i m a t e s  o f  t h e  [ ^ h J  t h y m i d i n e  

i n c o r p o r a t e d  in to  i n f e c t e d  c u l t u r e s ,  m a d e  h o u r l y  f rom .

1 - 9  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  p r o v i d e  e v i d e n c e  of  a d e p r e s s i o n  

in  i n c o r p o i u i t i o n  a s  e a r l y  a s  1 -2  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .

A f t e r  5 h o u r s  o f  v i r a l  g r o w t h ,  t h e  l e v e l  o f  i n c o r p o r a t i o n  

h a d  g r a d u a l l y  d e c r e a s e d  to a c o n s t a n t  l e v e l ,  5% -10%  of 

t h a t  in  u n i n f e c t e d  c o n t r o l  c u l t u r e s .  T h e s e  d a t a  c a n n o t ,  

h o w e v e r ,  be  e x t r a p o l a t e d  to p r o v i d e  a  s i m i l a r  c o m p a r i s o n  

b e t w e e n  t h e  l e v e l s  of  t o t a l  DN A  s y n t h e s i s  in  n o n - i n f e c t e d  

a n d  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  To o b t a i n  s u c h  a  c o m p a r i s o n ,  

i t  w o u l d  b e  n e c e s s a r y  to  a r b r i t a r i l y  d e s i g n a t e  t h e  

p r o p o r t i o n s  of v i r a l  a n d  c e l l u l a r  D N A  u n d e r  s y n t h e s i s  a t  

a n y  p a r t i c u l a r  t i m e  s i n c e  t h y m i d i n e  c o m p r i s e s  o n ly  13% 

o f  t h e  b a s e  r e s i d u e s  in  j D s e u d o r a b i e s  v i r u s  D N A  (cf . 29% 

in  c e l l u l a r  DN A).  H o w e v e r ,  b y  a s s u m i n g  t h a t  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  s h u t s  o f f  c e l l u l a r  DN A s y n t h e s i s  v e r y  e a r l y  in  th e  

i n f e c t i o u s  p r o c e s s  a n d  t h a t  by  2 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  o n ly  

v i r a l  D N A  s y n t h e s i s  i s  o c c u r r i n g ,  c e r t a i n  c o n c l u s i o n s  

c a n  b e  d r a w n .  I t  c a n ,  f o r  i n s t a n c e ,  b e  i n f e r r e d  t h a t  

v i r a l  D N A  s y n t h e s i s  o c c u r s  m a i n l y  b e t w e e n  2 - 3  h o u r s  

p o s t  i n f e c t i o n  w h e n  th e  o v e r a l l  l e v e l  o f  D N A  p r o d u c t i o n
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w a s  m a r g i n a l l y  h i g h e r  (115%) t h a n  t h a t  i n  c o r r e s p o n d i n g  

n o n - i n f e c t e d  c u l t u r e s .  By  4 - 5  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  th e  

l e v e l  of  s y n t h e s i s  i s  45% of  t h a t  in  t h e  u n i n f e c t e d  

c o n t r o l  c u l t u r e s  a n d  f r o m  5 h o u r s  o n w a r d s  i s  o n l y  10% 

of  c o n t r o l  v a l u e s .  T h i s  i s ,  h o w e v e r ,  p r o b a b l y  n o t  a n  

a c c u r a t e  r e f l e c t i o n  o f  th e  i n t r a c e l l u l a r  s i t u a t i o n ^ f o r  a 

l i m i t e d  d e g r e e  of c e l l u l a r  DNA s y n t h e s i s  i s  p r o b a b l y  

o c c u r r i n g ,  e s p e c i a l l y  e a r l y  in  i n f e c t i o n .

(d) D N A  S y n t h e s i s  d u r i n g  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n  
i n  a  D ow  S e r u m  S y s t e m .

" S t a t i o n a r y "  c o v e r  s l i p  c u l t u r e s  of  B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s , w h i c h  h a d  b e e n  e x p o s e d  on  p l a s t i c  p l a t e s  in  u s e d -  

m e d i u m  f o r  1 h o u r  a t  37° to  10 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  o f  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  p e r  c e l l ^ w e r e  g i v e n  1 h o u r  p u l s e s  of 

t h y m i d i n e  f r o m  2 - 3  h o u r s ,  4 - 5  h o u r s ,  6 - 7  h o u r s ,

8 - 9  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  M o c k - i n f e c t e d  c u l t u r e s ,  p u l s e d  

a t  t h e s e  t i m e s  u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s ,  w e r e  u s e d  a s  

c o n t r o l s .  R a d i o a c t i v e  l a b e l  i n c o r p o r a t e d  in to  

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  p r o d u c t  w a s  t a k e n  a s  a 

m e a s u r e  of  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  i n to  DNA. R e f e r e n c e  

to  F i g .  5b s h o w s  t h a t  th e  l e v e l s  o f  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n
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in  b o t h  n o n -  i n f e c t e d  a n d  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  

c e l l s  d e p r i v e d  of  s e r u m ^ d i f f e r  f r o m  t h o s e  o b s e r v e d  

in  c o r r e s p o n d i n g  h i g h  s e r u m  c u l t u r e s .  M o n - i n f e c t e d  

c e l l s  i n  t h e  s e r u m  d e f i c i e n t  s y s t e m ,  f o r  i n s t a n c e ,  

i n c o r p o r a t e  in to  DMA in  1 h o u r  o n l y  1 0 % -20 %  of t h e  

t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t e d  by  t h e i r  h i g h  s e r u m  c o u n t e r p a r t s .  

T h e y  a l s o  a p p e a r  to  f o r m  a  m o r e  r a n d o m ,  n o n - s y n c h r o n i s e d  

p o s tu l a t i o n .  In t h e  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  s y s t e m ,  

i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  d a t a  r e p o r t e d  i s  a g a i n ,  of  c o u r s e ,  

c o m p l i c a t e d  b y  t h e  d i s p a r i t y  in  b a s e  c o m p o s i t i o n  b e t w e e n  

t h e  v i r a l  a n d  c e l l u l a r  DMA. H o w e v e r ,  v a l u e s  d e r i v e d  

u n d e r  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  o n ly  v i r a l  DMA i s  s y n t h e s i s e d  

a f t e r  i n f e c t i o n  i n d i c a t e  t h a t  t o t a l  DMA s y n t h e s i s  i s  a g a i n  

h i g h e r  a f t e r ,  t h a n  b e f o r e ,  v i r a l  i n f e c t i o n  b u t  t h a t  l e v e l s  

in  lo w  s e r u m  i n f e c t e d  c e l l s  a r e  s t i l l  4  f o ld  l o w e r  t h a n  t h o s e  

in  c o r r e s p o n d i n g  h i g h  s e r u m  c e l l s .  T h e  t i m e  s c a l e  of  

DMA s y n t h e s i s  i s  c o m p a r a b l e  in  b o t h  s y s t e m s  s i n c e  v i r a l  

DMA s y n t h e s i s  in  low  s e r u m  c e l l s  a l s o  o c c u r s  m a x i m a l l y  

b e t w e e n  2 a n d  4  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  t h e r e a f t e r  

g r a d u a l l y  d i m i n i s h e s .  T h e  o v e r a l l  p a t t e r n  of  c o m p a r i s o n  

t h u s  r e s e m b l e s  t h a t  a l r e a d y  d e s c r i b e d  f o r  i n f e c t i o u s  v i r u s
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p r o d u c t i o n  in  a c t i v e l y  g r o w i n g  a n d ' b t a t i o n a r y " c u l t u r e s ,  

b u t  i t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  t h e  d a t a  r e p o r t e d  h e r e  m a y  b e ,  

a t  l e a s t  i n  p a r t ,  i n f l u e n c e d  b y  f a c t o r s  s u c h  a s  c e l l  

p e r m e a b i l i t y  f o r ,  o r  p o o l  s i z e  of , t h y m i d i n e .

(e) G e n e r a l  P r o t e i n  S y n t h e s i s  d u r i n g  P s e u d o r a b i e s  
V i r u s  I n f e c t i o n  in  a  H i g h  S e r u m  S y s t e m .

C o v e r  s l i p  c u l t u r e s  of  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  i n  p l a s t i c  

p l a t e s ,  w h i c h  h a d  b e e n  e x p o s e d  in  E C  f o r  1 h o u r  a t  37° 

to  10 p l a q u e  f o r m i n g  u n i t s  o f  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  p e r  c e l l ,  

w e r e  g i v e n  1 h o u r  p u l s e s  of [ ^ h ] s e r i n e  b e t w e e n  2 and  8 

h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  U n i n f e c t e d  c u l t u r e s ,  p u l s e d  f r o m  

2 - 3  h o u r s ,  4 - 5  h o u r s  a n d  6 - 7  h o u r s ,  w e r e  u s e d  a s  c o n t r o l s ,  

T h e  r a d i o a c t i v e  l a b e l  i n c o r p o r a t e d  in  t h i s  t i m e  in to  

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  p r o d u c t  w a s  t a k e n  a s  a 

m e a s u r e  of  th e  p r o t e i n  s y n t h e s i s  w h i c h  h a d  o c c u r r e d .  

R e f e r e n c e  to  F i g .  6 s h o w s  th e  r e s u l t s ,  h e r e  r e p r e s e n t e d  

a s  a  h i s t o g r a m , , T h e  l e v e l  of  [ ^ h ] s e r i n e  i n c o r p o r a t i o n  

in to  t h e  u n i n f e c t e d  c u l t u r e s  i s  p r a c t i c a l l y  u n a l t e r e d  

t h r o u g h o u t ,  i n d i c a t i n g  a  c o n s t a n t  r a t e  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  

In  t h e  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c u l t u r e s ,  t h e  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  o c c u r r i n g  h a d  b e e n  r e d u c e d  to  55% of  th e  n o r m a l



F i g u r e  6.

EÎffect  of  P s e u d o  r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n  o n  P r o t e i n  S y n t h e s i s  in  
! '  ' 
i B H K Z I / 1 3  C e l l s  in  a  H ig h  S e r u m  T i s s u e  C u l t u r e  S y s t e m .

I  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  m a i n t a i n e d  in  h i g h  s e r u m  m e d i u m  o n  13 m m .  

g l a s s  c o v e r  s l i p s ,  w e r e  m o c k  i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  of  10 P F U  p e r  c e l l  i n  1 m l .  E C  

m je d iu m  in  50 m m ,  p l a s t i c  p l a t e s .  A f t e r  a d s o r p t i o n  f o r  1 h r .  a t  

3 | ° ,  a  f u r t h e r  1 m l .  of  E C  m e d i u m  w a s  a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e s  

i n c u b a t e d  a t  3 7° .  No a t t e m p t  w a s  m a d e  to  s y n c h r o n i s e  i n f e c t i o n .  

a |  s e l e c t e d  t i m e s  P .  I. , 10 pC  of  [ ^ h J s e r i n e  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  

1^1 m C / m - m o i e )  w a s  a d d e d  a n d  1 h r .  l a t e r  t h e  c o v e r  s l i p s  w e r e

I
r e jm o v e d ,  r i n s e d  a n d  f i x e d  b y  i m m e r s i o n  in  a n  a c e t i c  a c i d  e t h a n o l  

m i x t u r e .  T h e  ( ^ h J l a b e l  i n c o r p o r a t e d  p e r  c o v e r  s l i p  in  1 h r .  in to  

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  p r o d u c t  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  P .  I. 

Es-ch v a l u e  s h o w n  i s  a n  a v e r a g e  o f  3 c o v e r  s l i p s .

k W  I s e r i n e  i n c o r p o r a t i o n  b y  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 I / 1 3

c e l l s  ( c t s ,  / m i n ,  / c o v e r s l i p )

( ^ h J  s e r i n e  i n c o r p o r a t i o n  b y  v i r a l  i n f e c t e d  B H K 2 1 / I 3  

c e l l s  ( c t s .  / m i n ,  / c o v e r s l i p )
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b y  2 - 3  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  to  20% b y  3 - 4  h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n  a n d  to  14% b y  4 - 5  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  T h e  

i n c o r p o r a t i o n  t h e n  r e m a i n e d  a t  t h i s  v a l u e  a t  l e a s t  u p  to 

8 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  T h u s ,  l i k e  m o s t  l y t i c  v i r u s e s ,  

p s e u d o r a b i e s  i m m e d i a t e l y  o n  i n f e c t i o n  a f f e c t s  t h e  r a t e  

of  p r o t e i n  s y n t h e s i s  in t h e  c e l l ,  w i t h  t h e  r e s u l t  t h a t  t h e  

r a t e  i s  r e d u c e d  a f t e r  4 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  to 15% of t h a t  

in  u n i n f e c t e d  c e l l s ,

(f) I n c o r p o r a t i o n  of  A r g i n i n e  a n d  L y s i n e  d u r i n g  P s e u d o r a b i e s  
V i r u s  I n f e c t i o n  i n  a  H ig h  S e r u m  S y s t e m ,

T h e  e f f e c t  o f  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  of  a c t i v e l y  

g r o w i n g  c u l t u r e s  of  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  o n  t h e  s i m u l t a n e o u s  

i n c o r p o r a t i o n  o f  th e  a m i n o  a c i d s  a r g i n i n e  a n d  l y s i n e  in to  

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  (500 pg .  of p r o t e i n  

a s  m e a s u r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y  ct_aH ( 1 9 5 1 ) ) i s  

s h o w n  in  F i g u r e  7, E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  r a t i o  of 

t h e  m p - m o l e s  j  a r g i n i n e  i n c o r p o r a t e d  to  m p - m o l e s

l y s i n e  i n c o r p o r a t e d  in  15 m i n u t e  p u l s e s  in to  a c i d  

i n s o l u b l e  m a t e r i a l  a t  v a r i o u s  t i m e s  a f t e r  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t i o n .  C u l t u r e s ,  m o c k - i n f e c t e d  w i th  E C ,  w e r e  

u s e d  a s  c o n t r o l s .  O r n i t h i n e  w a s  a d d e d  w i t h  th e  l a b e l l e d  

a m i n o  a c i d s  to  p r e v e n t  a n y  i n t e r c o n v e r s i o n  o f  t h e  l a b e l s
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Ii^ffect of P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n  on  th e  R e l a t i v e  I n c o r p o r a t i o n  

o f A r g i n i n e  a n d  1,y s i n e  in to  P r o t e i n  in  a  H ig h  S e r u m  T i s s u e  

C u l t u r e  S y s t e m .

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  m a i n t a i n e d  in  b a b y  b o t t l e  c u l t u r e s  in  h i g h
I

s ^ r u m  m e d i u m ,  w e r e  m o c k  i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  in  0. 5 m l ,  o f  E C  m e d i u m  a t  a  m u l t i p l i c i t y  of  e x p o s u r e  o f  20 

P F U  p e r  c e l l .  A f t e r  a d s o r p t i o n  f o r  1 h r .  a t  3 7 ° ,  10 m l .  of  E C  

ZTpedium w a s  a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e s  r e i n c u b a t e d .  N o  a t t e m p t  w a s  

m a d e  to s y n c h r o n i s e  i n f e c t i o n .  A t  s e l e c t e d  t i m e s  P .  L , 2 m o c k  

in'jfected a n d  2 v i r u s  i n f e c t e d  c u l t u r e s  w e r e  p u l s e d  f o r  15 m i n s .  in  

1 m l .  o f  E C  c o n t a i n i n g  2. 5 p m o l e s  o f  o r n i t h i n e  p e r  m l .  a n d  

d i f f e r e n t i a l l y  l a b e l l e d  w i t h  a  m i x t u r e  o f  a r g i n i n e  a n d  [ ^ h } l y s i n e .

T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  [ ^ ^ c j  a r g i n i n e  w a s  5. 5 m C / m - m o l e  w h i l e  t h a t  

o f  l y s i n e  w a s  10 m C / m - m o l e .  T h e  p u l s e  p e r i o d  w a s  i m m e d i a t e l y

f o l l o w e d  b y  a  10 m i n .  c h a s e  in  E C ,  c o n t a i n i n g  20 x  t h e  n o r m a l  

c o n c e n t r a t i o n s  of  a r g i n i n e  a n d  l y s i n e  h y d r o c h l o r i d e s .  A f t e r  t h e s e  

c u l t u r e s  h a d  b e e n  h a r v e s t e d  a n d  t h e  c e l l s  d i s r u p t e d ,  e s t i m a t e s  w e r e  

m^jde  of t h e  ( ^ h J a n d  [ ^ ^ c j  d i s i n t e g r a t i o n s  f r o m  a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  

(5CjO p g .  o f  p r o t e i n )  a n d  th e  i n c o r p o r a t i o n  r a t i o s  c a l c u l a t e d .  T h e  

v a l u e s  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  P .  I. a r e  e a c h  t h e  a v e r a g e  o f  2 e s t i m a t i o n s .

 A r g .  / l y s . .  in  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s

n i p m o l e s  a r g .  i n c o r p .  / m p m o l e s  l y s .  i n c o r p .

A r g ,  / l y s ,  i n  v i r u s - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s
m p m o l e s  a r g .  i n c o r p .  / m p m o l e s  l y s .  i n c o r p .
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b y  e n d o g e n o u s  p a t h w a y s .  C u l t u r e s  w e r e  a l s o  s u b j e c t e d  

to  a  10 m i n u t e  c h a s e  p e r i o d  to  e n s u r e  t h a t  th e  l a b e l  w a s  

n o t  p r e s e n t  in  t h e  f o r m  of a m i n o a c y l - t R N A .  T h e  r a t i o s  

m igh ty  t h e r e f o r  e  ̂b e  r e g a r d e d  a s  e s t i m a t e s  of t h e  r e l a t i v e  

a m o u n t s  o f  a r g i n i n e  .and l y s i n e  p r e s e n t  in  th e  p r o t e i n s  

u n d e r  s y n t h e s i s .  T h e  r a t i o  o f  th e  a r g i n i n e  i n c o r p o r a t e d  

to  t h e  l y s i n e  i n c o r p o r a t e d  ( a r g .  / l y s .  ) i n to  p r o t e i n  in t h e  

u n i n f e c t e d  c u l t u r e s  r e m a i n s  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  a t  a  v a l u e  

of  a r o u n d  3. 0 a t  a l l  t i m e s  a f t e r  t r e a t m e n t .  Up to 4  h o u r s  

p o s t  i n f e c t i o n ,  t h e  s a m e  r a t i o  in  t h e  p r o t e i n  of  t h e  

p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c u l t u r e s  s h o w s  no m a r k e d  

d e v i a t i o n  f r o m  t h e  n o r m a l  p a t t e r n .  H o w e v e r ,  b e t w e e n  4 

a n d  6 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ^ th e  r a t i o  a l t e r e d  to  a  v a l u e  in  

t h e  r e g i o n  of  6. 0. T h i s  i s  o n ly  a  2 f o ld  i n c r e a s e  b u t  e a c h  

o f  t h e  p o i n t s  s h o w n  i s  a n  a v e r a g e  o f  tw o  a l m o s t  i d e n t i c a l  

v a l u e s .  T he  s i m p l e s t  e x p l a n a t i o n  i s ,  t h a t  b e t w e e n  4 a n d  6 

h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n , t h e  i n f e c t e d  c e l l s  s t a r t  to  s y n t h e s i s e  

p r o t e i n s  w h i c h  a re  e i t h e r  r i c h e r  in  a r g i n i n e  o r  d e f i c i e n t  in  

l y s i n e  c o m p a r e d  to  t h o s e  b e in g  s y n t h e s i s e d  in  t h e  c o n t r o l  

c e l l s .  T h e  r e s u l t s  c o u ld  a l s o  p o s s i b l y  b e  ex%:)lained on  th e  

b a s i s  o f  d i f f e r e n t i a l  a l t e r a t i o n s  in  t h e  p o o l  s i z e s  of  a r g i n i n e
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a n d  l y s i n e .  T h i s  h y p o t h e s i s  h a s  n o t  b e e n  d i s p r o v e d  

e x p e r i m e n t a l l y ,  b u t  th e  p r e v i o u s  e x p l a n a t i o n  i s  f a v o u r e d ,  

e s p e c i a l l y  s i n c e  the  a l t e r a t i o n  in  r a t i o  o c c u r r e d  a t  t h e  

c o m m e n c e m e n t  of m a x i m a l  p r o d u c t i o n  of  v i r a l  c o a t  

p r o t e i n s ,  t h e  s t a g e  a t  w h i c h  t h e  m u l t i p l i c a t i o n  of  h e r p e s  

s i m p l e x  v i r u s  i s  b l o c k e d  in  a r g i n i n e  d e f i c i e n t  c u l t u r e  

c o n d i t i o n s  ( B e c k e r ,  O l s h e v s k y  & B e  v i t  t ,  1967) .

(g) I n c o r p o r a t i o n  of  A r g i n i n e ,  L y s i n e  a n d  V a l i n e  d u r i n g  
P s e v x d o r a b i e 5 V i r u s  I n f e c t i o n  in  a. L o w  S e r u m  S y s t e m ,

A n  e s s e n t i a l l y  s i m i l a r  r e s u l t  w a s  o b t a i n e d  u s i n g

c u l t u r e s  o f  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  in  w h i c h  m e t a b o l i s m  h a d  b e e n

d e p r e s s e d  b y  d e p r i v a t i o n  of  s e r u m .  In  t h i s  s y s t e m ,  t h e

i n c o r p o r a t i o n  r a t i o  ( a r g .  / l y s .  ) i n  u n i n f e c t e d  c e l l s  w a s

a g a i n  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t ,  w h i l e  in  p s e u d o r a b i e s  v i r u s

i n f e c t e d  c e l l s  th e  v a l u e ,  a f t e r  r e m a i n i n g  c o n s t a n t  u p  to

5 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  i n c r e a s e d  t w o - f o l d  b e t w e e n  5 a n d

6 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  T h i s  v a l u e  w a s  m a i n t a i n e d  a t  

l e a s t  t i l l  10 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .

T h e  a l t e r a t i o n  of  th e  r a t i o  o f  a r g i n i n e  i n c o r p o r a t i o n  

to l y s i n e  i n c o r p o r a t i o n  r e s u l t i n g  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t i o n  (a s  d e s c r i b e d  a b o v e )  c o u l d  o b v i o u s l y  b e  d u e
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e i t h e r  to  i n c r e a s e d  a r g i n i n e  i n c o r p o r a t i o n  o r  to  

d e c r e a s e d  l y s i n e  i n c o r p o r a t i o n .  T h e r e f o r e ,  a f u r t h e r  

a m i n o  a c i d ,  v a l i n e ,  w a s  c h o s e n  a s  m a r k e r .  C o m % ja r i s o n s

v a l i n e  a n d  [ ^ h ]  a r g i n i n e i n c o r p o r a t i o n  of  

v a l i n e  a n d  [ ^ h } a r g i n i n e , [ ^ ^ c j  l y s i n e  a n d  [ ^ h J v a l i n e  a n d ,  

a s  c o n t r o l ,  l y s i n e  a n d  a r g i n i n e .  I t  i s  o b v i o u s l y

n e c e s s a r y  to a s s u m e  t h a t  [ “^ c j  v a l i n e  a n d  v a l i n e

a r e  i d e n t i c a l l y  m e t a b o l i s e d  b y  th e  c e l l s  - a  n e c e s s a r y  

a s s u m p t i o n  in  a l l  r a d i o a c t i v e  d o u b l e  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s .  

T h e  t e c h n i q u e s  u s e d  in  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  e s s e n t i a l l y  

i d e n t i c a l  to  t h o s e  o u t l i n e d  a b o v e .  M e t a b o l i c a l l y  i n a c t i v e  

c e l l s  in  s e r u m  d e f i c i e n t  m e d i u m ,  e i t h e r  m o c k - i n f e c t e d  o r  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  w e r e  u s e d .

T h e  i n c o r p o r a t i o n  r a t i o s  ( a r g .  / l y s .  ), ( l y s .  / v a l .  ) 

a n d  ( a r g .  / v a l .  ) d e t e r m i n e d  in  m o c k - i n f e c t e d  c u l t u r e s  

r e m a i n e d  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  a t  a l l  t i m e s  d u r i n g  t h e  

e x p e r i m e n t .  A v e r a g e  v a l u e s  f o r  th e  3 r a t i o s  w e r e ,  

t h e r e f o r e ^ c a l c u l a t e d  f o r  u s e  a s  c o r r e c t i o n  f a c t o r s .  In 

t h e  d a t a  p r e s e n t e d  in  F i g ,  8, t h e  v a l u e s  f o r  th e  i n c o r p o r a t i o n  

r a t i o s  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s  a r e  t h u s  r e f e r r e d  to  a  c o n t r o l  

v a l u e  of  u n i t y .

T h e  p a t t e r n  o b t a i n e d  a t  s p e c i f i e d  t i m e s  a f t e r  v i r a l



F i g u r e  8.

Jijffect o f  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n  o n  th e  R e l a t i v e  I n c o r p o r a t i o n  

I  of  A r g i n i n e ,  L y s i n e  a n d  V a l i n e  in to  P r o t e i n  in  a  S e r u m  D e f i c i e n t

I S y s t e m .

’ B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  p r e v i o u s l y  m a i n t a i n e d  f o r  4 d a y s  in  a  lo w  s e r u m

r r i e d i u m ,  w e r e  m o c k  i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a
I

m u l t i p l i c i t y  of  e x p o s u r e  o f  20 P F U .  p e r  c e l l  ( in  0. 5 m l .  o f  u s e d  m e d i u m )
i  .  '

A f t e r  a d s o r p t i o n  f o r  1 h r .  a t  37  ̂ a  f u r t h e r  1. 5 m l .  o f  m e d i u m  w a s

[
a d d e d  a n d  t h e  c u l t u r e s  r e i n c u b a t e d .  A t  s e l e c t e d  t i m e s  P .  I. , 2 c o n t r o l  

ai)d 2 i n f e c t e d  c u l t u r e s  w e r e  p u l s e d  f o r  15 m i n s .  in  u s e d '  m e d i u m  

(2j. 5 m M - o r n i t h i n e ) , w i t h  a  d i f f e r e n t i a l l y  l a b e l l e d  m i x t u r e  o f  [ ^ h J  

a r g i n i n e  (15 m C / m - m o l e )  a n d  l y s i n e  (O. 7 m C / m - m o l e ) .  ( ^ h ]

a r |g i n i n e  a n d  v a l i n e  ( 1 . 2 5  m C / m - m o l e )  o r  l y s i n e  a n d  [

vajl ine (7. 5 m C / m - m o l e ) ,  T h e  p u l s e  p e r i o d  w a s  i m m e d i a t e l y  f o l l o w e d  

by  a  10 m i n .  c h a s e  i n  E C ,  c o n t a i n i n g  20 x  t h e  n o r m a l  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  | the  a m i n o  a c i d s  m e n t i o n e d .  A f t e r  t h e s e  c u l t u r e s  h a d  b e e n  

h a r v e s t e d  a n d  th e  c e l l s  d i s r u p t e d ,  e s t i m a t e s  w e r e  m a d e  o f  t h e  ( 

anjl  J d i s i n t e g r a t i o n s  f r o m  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l

(2CjO p g .  o f  p r o t e i n ) .  T h e  v a l u e s  p l o t t e d  a g a i n s t  t i m e  P .  I. a r e  e a c h  

a n j a v e r a g e  o f  2 s e p a r a t e  e s t i m a t i o n s  a n d  a r e  c o r r e c t e d  to  a  c o n t r o l  

valjue o f  u n i t y .

 1— A r g .  / l y s .  ; a r g .  / v a l .  ; a n d  l y s .  / v a l .  i n  n o n - i n f e c t e d  c e l l s .

- A r g .  / l y s . ,  i n  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  

- A r g .  / v a l .  in  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  

• L y s .  / v a l .  in  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .
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i n f e c t i o n  f o r  ( a r g .  / l y s ,  ) d i f f e r e d  s l i g h t l y  f r o m  t h a t  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  In t h i s  c a s e ,  t h e  i n c r e a s e  

o b s e r v e d  in  t h e  r a t i o  w a s  n o t  a  s i n g l e  s t e p  p r o c e s s  

b u t  c o n t i n u e d  f o r  s o m e  h o u r s .  F r o m .  2 h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n  o n w a r d ,  t h e  v a l u e  s t e a d i l y  i n c r e a s e d  u n t i l  a t  

a p p r o x i m a t e l y  8 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  i t  e v e n t u a l l y  r e a c h e d  

a  c o n s t a n t  v a l u e  a b o u t  3 t i m e s  t h a t  in  u n i n f e c t e d  c e l l s .

T h e  ( a r g .  / v a l .  ) r a t i o  a l s o  s l o w l y  i n c r e a s e d  w i t h  t i m e  

a f t e r  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  a n d  e v e n t u a l l y  r e a c h e d  

a t  1 0 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n , a  m a r g i n a l l y  h i g h e r  v a l u e  

( 1 , 5  t i m e s )  t h a n  t h a t  of  t h e  c o n s t a n t  c o n t r o l .  A  d e c r e a s e  

of  s i m i l a r  m a g n i t u d e  w a s  a l s o  o b s e r v e d  a t  10 h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n  i n  t h e  v a l u e  o f  ( ly s .  / v a l .  ) r a t i o .

T h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b s e r v e d  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  r a t i o s  of  a r g i n i n e  to  v a l i n e  a n d  l y s i n e  to  

v a l i n e  a p p e a r ,  a t  f i r s t  s i g h t , i n s u f f i c i e n t  to  a c c o u n t  f o r  t h e  

t h r e e - f o l d  i n c r e a s e  in  t h e  i n c o r p o r a t i o n  r a t i o  o f  a r g i n i n e  

to  l y s i n e .  H o w e v e r ,  d i r e c t  c o m p a r i s o n  of  t h e  ( a r g .  / l y s ,  ) 

v a l u e s  o b s e r v e d  w i t h  t h o s e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  (v a l ,  / l y s .  ) 

a n d  ( a r g .  / v a l .  ) v a l u e s  c a n  be  s e e n  ( F i g ,  9) to  a g r e e  

r e a s o n a b l y  w e l l  ( a r g ,  / v a l ,  x  v a l .  / l y s ,  ). T h e  c a l c u l a t e d



E T e c t  o f  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n  on  th e  R e l a t i v e  I n c o r p o r a t i o n

,of A r g i n i n e ,  L y s i n e  a n d  V a l i n e  in  a S e r u m  D e f i c i e n t  S y s t e m .

j  T h e  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  a r e  g i v e n  in  F i g .  8.

I A r g .  / l y s .  = m p m o l e s  a r g .  incor%D. / m p m o l e s  l y s .  i n c o r p .
I
I __________  A v e r a g e  a r g .  / l y s .  i n  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3

c e l l s  a s  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d .

A v e r a g e  a r g .  / l y s .  i n  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  

a s  c a l c u l a t e d  ( a r g .  / v a l .  x  v a l .  / l y s .  )

A r g .  / l y s .  in  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a s  

e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d ,

A r g .  / l y s .  in  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 I / 1 3  c e l l s  a s  

c a l c u l a t e d  ( a r g .  / v a l .  x  v a l .  / l y s .  ),
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v a l u e s  g iv e  c o n s i s t e n t l y  l o w e r  v a l u e s  t h a n  t h o s e  

o b s e r v e d  e x p e r i m e n t a l l y .  I t  s e e m s  r e a s o n a b l e  to  d e d u c e ,  

t h e r e f o r e ,  t h a t  th e  c h a n g e  in  p r o t e i n  s y n t h e s i s  r e f l e c t e d  

in  t h e  ( a r g ,  / l y s .  ) v a l u e s  i s  d u e  to  a  c o m p o s i t e  e f f e c t ,  

d e p e n d e n t  b o t h  o n  a n  i n c r e a s e  in  a r g i n i n e  i n c o r p o r a t i o n  

a n d  a  d e c r e a s e  in  th e  l y s i n e  i n c o r p o r a t i o n  in to  p r o t e i n s  

s y n t h e s i s e d  a f t e r  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n .  I t  i s ,  

h o w e v e r ,  d i f f i c u l t  to q u a n t i t a t e  th e  e f f e c t  p r e c i s e l y  s i n c e  

th e  l e v e l  of i n c o r p o r a t i o n  of  t h e  v a l i n e  m a r k e r  m a y  a l s o  

b e  h i g h e r  i n  i n f e c t e d  t h a n  in  u n i n f e c t e d  c e l l s .

T h e r e f o r e ,  a l t h o u g h  th e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  c a n  

p o s s i b l y  b e  e x p l a i n e d  in  t e r m s  of  a l t e r e d  a m i n o  a c i d  p o o l s ,  

i n c r e a s e d  c e l l  p e r m e a b i l i t y ,  e t c .  , a n d  do n o t  p r o v i d e  

r i g o r o u s  p r o o f  of a n  a l t e r a t i o n  in  t h e  b a l a n c e  of  p r o t e i n  

s y n t h e s i s  f o l l o w i n g  p s e u d o  r a b i e s  i n f e c t i o n ,  i t  s e e m s  

r e a s o n a b l e  to  c o n c l u d e  t h a t  th e  p r o t e i n s  s y n t h e s i s e d  in  

p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s ,  f r o m  4 h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n  o n w a r d s ,  a r e  r i c h e r  i n  a r g i n i n e  a n d  p o o r e r  in  

l y s i n e  t h a n  t h o s e  in  t h e  n o n - i n f e c t e d  c o n t r o l s .  I n d e e d ,  

t h e  m o s t  r e a s o n a b l e  e x p l a n a t i o n  w o u l d  b e  t h a t  t h e  c h a n g e  

in  t h e  v a l u e  o f  ( a r g .  / l y s .  ) d u r i n g  i n f e c t i o n  c o i n c i d e s  w i t h
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t h e  o n s e t  of s y n t h e s i s  of  v i r a l  c o a t  p r o t e i n s  a n d  i s  

a t t r i b u t a b l e  to  c o p i o u s  e x p r e s s i o n  of  a D N A  of h i g h  G+C 

b a s e  c o m p o s i t i o n  in  p o l y p e p t i d e  s y n t h e s i s .

In  s h o r t ,  i t  h a s  b e e n  fo u n d  t h a t :

(a) T h e  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  s t r a i n  u s e d  h a d  a  l y t i c

c y c l e  (of  8 h o u r s )  in  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ^ i d e n t i c a l  w i t h  

t h a t  d e s c r i b e d  b y  K a p l a n  & V a t t e r  (1959)  in  R K  c e l l s .  

T h e  v i r a l  y i e l d  in  a h ig h  s e r u m  s y s t e m  a l s o  

c o r r e s p o n d e d  to t h a t  f r o m  R K  c e l l s .  In  a  s e r u m  

d e f i c i e n t  s y s t e m ,  th e  y i e l d  w a s  s u b s t a n t i a l l y  r e d u c e d .

(b) In  c o m m o n  w i t h  t h e  K a p l a n  s t r a i n  of  p s e u d o  r a b i e s  

v i r u s  a n d  o t h e r  l y t i c  v i r u s e s ,  t h e  s t r a i n  i s o l a t e d  

c a u s e d  d e p r e s s i o n  of h o s t  D N A  a n d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  

f r o m  e a r l y  in  i n f e c t i o n .

(c) T h e  p r o t e i n s  s y n t h e s i s e d  f r o m  4 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  

o n w a r d  c o n t a i n e d  a  h i g h e r  p r o p o r t i o n  of  a r g i n i n e  a n d  

a  l o w e r  p r o p o r t i o n  of  l y s i n e  t h a n  t h o s e  f r o m  

u n i n f e c t e d  c e l l s .

In  t h e  b i o c h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n s  o f  lo w  m o l e c u l a r  

w e i g h t  R N A s  to  b e  d e s c r i b e d  in  t h e  f o l l o w i n g  t h r e e  s e c t i o n s ,  

u n i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  c o m p a r e d  to  c e l l s  h a r v e s t e d  a t  l e a s t
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6 h o u r s  a f t e r  i n f e c t i o n  w i t h  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s .  F o r  

r e a s o n s  a l r e a d y  d i s c u s s e d  in  t h e  i n t r o d u c t o r y  s e c t i o n  

( s e e  p .  65 ), t h e  c o n d i t i o n s  a t  t h i s  t i m e  s h o u l d  be  o p t i m a l  

f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n y  v i r u s  i n d u c e d  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  

c o m p o s i t i o n  of a m i n o a c y l - t R N A  p o p u l a t i o n s .

3. T H E  M E T A B O L I S M  O F  P U L S E - L A B E L L E D  L O W
M O  E E C  H E A R  W E I G H T  R N A s  IN N O N - I N F E C T E D  A N D  
P S E U D O R A B I E S  V IR U S I N F E C T E D  B H K Z l / 1 3  C E D ES

S e p h a d e x - G 1 00 c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  i s  k n o w n  to s e p a r a t e

lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  f r o m  s p e c i e s  o f  s u b s t a n t i a l l y  h i g h e r

m o l e c u l a r  w e i g h t  s u c h  a s  r i b o s o m a l  o r  m R N A  a n d  a l s o  to  r e s o l v e

t h e  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  in to  i t s  2 m a i n  c o m p o n e n t s  - 4 s

a n d  5 s ( R o s s e t ,  Mo n i e r  J u l i e n ,  1964) .  A  t y p i c a l  e l u t i o n  p a t t e r n

o f  a  m u l t i - c o m p o n e n t  R N A  p r e p a r a t i o n ,  o b t a i n e d  a f t e r  r o u t i n e

c h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e s ,  i s  i l l u s t r a t e d  in  F i g .  10. B y

c o m p a r i s o n  w i t h  p u b l i s h e d  e l u t i o n  p r o f i l e s ,  t h e  r e s u l t a n t  p e a k s  of

U, V. a b s o r b i n g  m a t e r i a l  c e n t r e d  a t  f r a c t i o n  36, a t  f r a c t i o n  46  a n d

a t  f r a c t i o n  60 ,  s u b s e q u e n t l y  t e r m e d  A, B a n d  C ,  c a n  b e  i d e n t i f i e d

a s  r e s p e c t i v e l y  r i b o s o m a l  -1 m R N A ,  5s R N A  a n d  4 s  R N A .

V e r i f i c a t i o n  of t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p e a k  C a s  4 s  R N A  w a s  o b t a i n e d

b y  c h r o m a t o g r a p h i n g  a  p r e p a r a t i o n  of  (^*^cj a l a n y l - t R N A  o n  a n

i d e n t i c a l  S e p h a d e x  c o l u m n  w h e n ,  a c c o u n t i n g  f o r  s l i g h t  d i f f e r e n c e s



F i g u r e  10

E l u t i o n  P a t t e r n  O b t a i n e d  b y G e l  F i l t r a t i o n  of  ’C y t o p l a s m i c '  R N A

o n  S e p h a d e x - G 100.

A n  u n l a b e l l e d  p r e p a r a t i o n  o f  R N A  f ro m ,  t h e  c y t o p l a s m i c '  

f r k c t i o n  o f  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w a s  c h r o m a t o g r a p h e d  a t  

ro ;om  t e m p e r a t u r e  o n  a 1. 5 x  80 c m .  c o l u m n  of  S e p h a d e x - G 1 00.  

50 m M  - s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r ,  p H  5. 5 w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n  a n d  

1 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  a s s a y e d  f o r  

e x j ; in c t io n  a t  260 m p .

^ 2 6 0
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EljUtion P a t t e r n  O b t a i n e d  b y  G e l  F i l t r a t i o n  o f  A m i n o a c y l - t R N A  

jon  S e p h a d e x - G 10 0 .

A p re % ]a ra t io n  of  a m i n o a c y l - t R N A  l a b e l l e d  w i t h  a l a n i n e

wcis c h r o m a t o g r a p h e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o n  a  1 . 5 x 8 0  c m ,  

c o l u m n  o f  S e p h a d e x - G 1 00. 50 m M  - s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r ,

pH  5, 5, w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n  a n d  1 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  

a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4®. E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r
I

e x t i n c t i o n  a t  260 m p  and  f o r  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  

r a d i o a c t i v i t y .

^ 2 6 0

^ c j  c t s .  / m i n .  / f r a c t i o n .
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in  r e p r o d u c i b i l i t y  b e t w e e n  c o l u m n s ,  a l l  t h e  r a d i o a c t i v e  l a b e l  

and ,  t h e r e f o r e ,  a l l  t h e  a m i n o a c y l - t R N A  w a s  e l u t e d  ,in  p o s i t i o n  

C ( F i g .  11).

T h i s  f r a c t i o n a t i o n  w a s  u s e d  to i n v e s t i g a t e  t h e  R N A  

c o m p o n e n t s  e x t r a c t e d  f r o m  n u c l e a r  a n d  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s  of 

m i x e d  p o p u l a t i o n s  of  n o n - i n f e c t e d  a n d  6. 5 h o u r  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  t h e  R N A  f r o m  t h e  u n i n f e c t e d  

c e l l s  b e i n g  p u l s e - l a b e l l e d  f o r  30 m i n u t e s  w i t h  u r i d i n e  - [ ^ ^ c j  (G) 

a n d  t h a t  f r o m  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  w i t h  [ u r i d i n e  ( - 5- T).

In  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  of  u n i n f e c t e d  a n d  p s e u d o  r a b i e s  

i n f e c t e d  c e l l s  ( F i g .  12), a l l  t h e  R N A  d e t e c t e d ,  b o t h  p r e - e x i s t a n t  

a s  m e a s u r e d  b y  e x t i n c t i o n  a t  260  m p  a n d  n e w l y  s y n t h e s i s e d ,  a s  

d e t e c t e d  b y  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  o r  l a b e l ,  e l u t e d  w i t h

t h e  v o id  v o l u m e  o f  t h e  c o l u m n  ( p e a k  A),  I t ,  t h e r e f o r e ,  a p p e a r s  

to  b e  o f  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  s m a l l  p e a k  of  a b s o r b a n c e  

a t  260 m p  a p p e a r i n g  i n  p o s i t i o n  C i s  c o m p l e t e l y  a t t r i b u t a b l e  to 

a d d e d  u n l a b e l l e d  4 s  m a r k e r  R N A ,  S i m i l a r l y ,  in  t h e  GlOO e l u t i o n  

p a t t e r n  o f  n u c l e a r  R N A  f r o m  d i f f e r e n t i a l l y  l a b e l l e d  u n i n f e c t e d  

a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c u l t u r e s  w h i c h  h a d  b e e n  i n c u b a t e d ,  

a f t e r  l a b e l l i n g ,  f o r  a  f u r t h e r  h o u r  in  u r i d i n e  r i c h  g r o w t h  m e d i u m ,  

o n ly  a  s i n g l e  m a j o r  p e a k  c o n t a i n i n g - b o t h  U. V. a b s o r b i n g  m a t e r i a l
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c j o m p a r i s o n  o f  P u l s e - l a b e l l e d - (30 m i n .  ) ' N u c l e a r '  R N A  of  N o n -  

i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  C e l l s  b y  

G e l  F i l t r a t i o n  o n  S e p h a d e x - G 1 0 0 .

R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  o f  a c t i v e l y  g r o w i n g  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  

m o c k  i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  

oi| e x p o s u r e  of  20 P F U  p e r  c e l l ,  w e r e  p u l s  e - l a b e l l e d  f r o m  6 to 

5 h r s ,  P .  1. w i t h  [ ^ ^ c ]  u r i d i n e  (G) a n d  j  u r i d i n e  ( - 5 - T )  

r e s p e c t i v e l y .  (500 pG o f  [ u r i d i n e  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y  8. 75 0 /  

- m o l e  o r  100 pC of  [ ^ ^ c ]  u r i d i n e  of  s p e c i f i c  a c t i v i t y  4 0 0  m C / m - m o l e  

w q r e  p r o v i d e d  p e r  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e ) .  T h e  c e l l s  w e r e
I

in j i m e d l a t e l y  h a r v e s t e d  a n d  p o o l e d .  ' N u c l e a r '  R N A ,  e x t r a c t e d
j

f r o m  a  1:1 m i x t u r e  of t h e s e  c e l l s ,  w a s  f r a c t i o n a t e d  a t  r o o m
• .  >

t e j m p e r a t u r e  o n  a  1 . 5 x 8 0  c m .  c o l u m n  o f  S e p h a d e x - G 1 00. Ü n l a b e l l e d
I

4 ^  R N A  w a s  a d d e d  a s  m a r k e r .  SSG, p H  7 . 0 ,  y/a .s  u s e d  a s  e l u a n t  

a n d  1 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4®,

E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 m p  a n d  f o r  t o t a l

r a j d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .

I  -  -

I ^ 2 6 0

[ ^ h ] c t s .  / m i n , . / f r a c t i o n .  

' [ ^ ^ G j  c t s .  / m i n .  / f r a c t i o n
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a n d  r a d i o a c t i v i t y  w a s  iD resen t .  T h e r e  i s ,  t h e r e f o r e , n o  e v i d e n c e  

i n  t h e  m i x e d  n u c l e a r  R N A  p o p u l a t i o n s  e x a m i n e d  of  a n y  n e w l y  

s y n t h e s i s e d  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  o r  o f  a n y  s u c h ,  s p e c i e s  

b e i n g  s u b s e q u e n t l y  p r o d u c e d  by ,  s a y ,  d e g r a d a t i o n  o f  a  h i g h e r  

m o l e c u l a r  w e i g h t  s p e c i e s .  S u c h  s p e c i e s  m i g h t  b e  r e v e a l e d  by  

u s i n g  a  s t r o n g e r  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  t h a n  t h e  SDS - c o ld  

p h e n o l  t e c h n i q u e  e m p l o y e d  (K n ig h t  & D a r n e l l ,  1967) .

R e f e r e n c e  to  F i g .  13 i l l u s t r a t e s  th e  GIOO e l u t i o n  p a t t e r n  o f  

R N A  e x t r a c t e d  by  t h e  c o l d  p h e n o l  m e t h o d  f r o m  th e  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n  of t h e  r a d i o a c t i v e l y  p u l s e - l a b e l l e d  u n i n f e c t e d  a n d  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s ,  t h e  n u c l e a r  f r a c t i o n  of  w h i c h  

h a s  a l r e a d y  b e e n  e x a m i n e d .  E x a m i n a t i o n  of  t h e  r e g i o n s  of  

m a x i m u m  a b s o r b a n c e  a t  260 m p  sh o w  t h a t ,  a s  e x p e c t e d ,  th e  

c y t o p l a s m  of  a  m i x t u r e  of  u n i n f e c t e d  a n d  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s  c o n t a i n s  3 ' t y p e s '  of R N A  e l u t i n g  a t  p o s i t i o n s  A, B a n d  C,  

t h e r e  b e i n g  a  h i g h  p r o p o r t i o n  of  r i b o s o m a l  + m  s p e c i e s ,  a  l o w e r  

b u t  s t i l l  s u b s t a n t i a l  p r o p o r t i o n  o f  4 s  R N A  (21%) a n d  a  s m a l l  

b u t  i d e n t i f i a b l e  p r o p o r t i o n  of  5s  R N A  (7% t o t a l ) .

W h e n  n e w l y  s y n t h e s i s e d  R N A  f r o m  th e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  

o f  u n i n f e c t e d  c e l l s  - a s  i d e n t i f i e d  by  th e  [ c ]  l a b e l  - w a s  

e x a m i n e d ,  t h e  r a d i o a c t i v i t y  d e r i v e d  f r o m  t h e  [ u r i d i n e  wa s
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C o m p a r i s o n  o f  P u l s e - l a b e l l e d  (30 m i n .  ) ' C y t o p l a s m i c '  R N A  of  N o n ­

i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  C e l l s  b y  G e l

F i l t r a t i o n  on  S e p h a d e x - G I O O .

R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  o f  a c t i v e l y  g r o w i n g  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  

r n p c k  i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  • 

of  e x p o s u r e  of  20 P F U  p e r  c e l l  a n d  p u l s e - l a b e l l e d  f r o m  6 to  6 . 5  h r s ,  

P .  I, w i t h  [ ^ ^ c ]  u r i d i n e  (G) a n d  ( “̂ h J u r i d i n e  ^ - 5 - T )  r e s p e c t i v e l y ,

)0 pC of  [ u r i d i n e  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y  8. 75 C / m - m o l e(5 o r

p r

100 pC  o f  [ ^ ^ c ]  u r i d i n e  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y  4 0 0  m C / m . - m o l e  w e r e

o v id e d  p e r  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e ) .  T h e  c e l l s  w e r e  i m m e d i a t e l y
I

h a r v e s t e d  a n d  p o o l e d .  ' C y t o p l a s m i c '  R N A ,  e x t r a c t e d  f r o m  a  1:1 

m i x t u r e  of  t h e s e  c e l l s ,  w a s  f r a c t i o n a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  on  

. 5 X 80 c m .  c o l u m n  of  S e p h a d e x - G 1 00, SSC, p H  7, 0, w a s  . u s e d  

e l u a n t  a n d  1 m l ,  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  

a t  4* ,̂ E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 m p  a n d  

f o i  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .

^ 2 6 0

a

a s

' [ ^ h ] d i s i n t e g r a t i o n s / m i n ,  / f r a c t i o n ,  

[ ^ ^ c ]  d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n ,
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f o u n d  in  p o s i t i o n s  c o r r e s p o n d i n g  to  r i b o s o m a l ,  5s  a n d  4 s  R N A .

T h e  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e s e  s p e c i e s  c o u l d  be  

c o r r e l a t e d  p o s i t i o n a l l y  a l m o s t  e x a c t l y  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

o p t i c a l  d e n s i t y  p e a k s .  O n ly  a s  r e g a r d s  t h e  5s p e a k  w a s  a n y  

r e l a t i v e  d i s p l a c e m e n t  o b s e r v e d .  T h e  d i s t r i b u t i o n  of  t h e  l a b e l  

a m o n g ’t h e s e  p e a k s  w a s  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  to  t h a t  o b s e r v e d  b y  

m e a s u r e m e n t  o f  U, V. a b s o r b a n c e  s i n c e  o n l y  38% of  t h e  l a b e l l e d  

m a t e r i a l  w a s  l o c a t e d  in  t h e  r i b o s o m a l  p e a k ,  13% in  t h e  5s p e a k  

a n d  a r o u n d  50% in  t h e  4 s  p e a k .

O n  e x a m i n a t i o n  of t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o b t a i n e d  in  t h e  a b o v e  

c h r o m a t o g r a p h i c  e x p e r i m e n t  f o r  s i m u l t a n e o u s l y  p r e p a r e d  [ 

l a b e l l e d  R N A  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l  c y t o p l a s m ,  

a  m o r e  c o m p l i c a t e d  p a t t e r n  e m e r g e s ,  3 m a i n  p e a k s  of r a d i o a c t i v e  

m a t e r i a l  a r e  a g a i n  p r e s e n t .  O n ly  Z of  t h e s e ,  h o w e v e r ,  t h e  

r i b o s o m a l  a n d  t h e  5 s  R N A  c o m p o n e n t s  c a n  b e  s u p e r i m p o s e d  o n  

th e  c o r r e s p o n d i n g  U, V, a b s o r b i n g  p e a k s .  T h e  3 r d  c o m p o n e n t  

c o n t a i n i n g  l a b e l  e l u t e s  in  a  p o s i t i o n  b e t w e e n  th e  5 a n d  4 s

s p e c i e s ,  a t  l e a s t  6 f r a c t i o n s  e a r l i e r  t h a n  th e  4 s  R N A  a b s o r b a n c e  

p e a k ) a n d  h a s  a  r e l a t i v e l y  h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y .  M a t e r i a l  e l u t i n g  

in  t h i s  p o s i t i o n  w i l l  s u b s e q u e n t l y  b e  t e r m e d  4-^s m a t e r i a l .

S i m i l a r  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  p a t t e r n s  w e r e  o b t a i n e d  w h e n
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c h r o m a t o g r a p h y  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  p H  5. 5 i n  50m M ~ a m m o n i u m  

a c e t a t e  b u f f e r .  T h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  t h e  3 s p e c i e s  i s  

d i f f e r e n t  to  t h a t  in  u n i n f e c t e d  c e l l s ,  26% b e i n g  r i b o s o m a l  + 

m R N A j 2 2 %  5s R N A  a n d  52% 4 s  R N A .  T h i s  a l t e r a t i o n  in  th e  

d i s t r i b u t i o n  o f  l a b e l l e d  m a t e r i a l  a m o n g  t h e  3 p e a k s  w i l l  b e  

m o r e  f u l l y  i n v e s t i g a t e d  l a t e r  a n d  d i s c u s s i o n  of  t h e  s u b j e c t  i s ,  

t h e r e f o r 6 ) d e f e r r e d  t i l l  t h e n .

T h e  p e a k  of  [ ^h ]  a c t i v i t y  o c c u r r i n g  in  t h e  4%s p o s i t i o n  in  t h e  

30 m i n u t e s  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t  o u t l i n e d  m a y  r e p r e s e n t  t h e  

a c c u m u l a t i o n ,  in  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s , o f  a n  

i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  p r o c e s s  l e a d i n g  to  t h e  f o r m a t i o n  o f  4 s  R N A  

( B u r d e n .  M a r t i n  & L a i ,  1967) .  S u c h  a n  i n t e r m e d i a t e  i s  a s s u m e d  

to  b e  l e s s  e f f e c t i v e l y  r e t a i n e d  o n  c o l u m n s  o f  S e p h a d e x - G 100 b e c a u s e  

i t  o c c u p i e s  a  l a r g e r  m o l e c u l a r  v o l u m e  t h a n  t h e ‘m a t u r e ’ s p e c i e s .

T h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  to  d e t e r m i n e  t h e  

a p p l i c a b i l i t y  of  t h i s  h y p o t h e s i s  a n d  to r e l a t e  t h e  p h e n o m e n o n  to

t h e  g e n e r a l  p i c t u r e  of  v i r u s  g r o w t h .

T o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  i n i t i a t e d  b y  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t i o n  o n  th e  p a t t e r n  o f  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  s y n t h e s i s ,  

i n f e c t e d  c e l l  c u l t u r e s  w e r e  p u l s e - l a b e l l e d  f o r  30 m i n u t e s  w i t h

u r i d i n e  a t  v a r i o u s  t i m e s  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  t h e  R N A  e x t r a c t e d
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f r o m  t h e  c y t o p l a s m ,  t h e n  e x a m i n e d  b y  GIOO c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y .  

T h e  r e s u l t a n t  e l u t i o n  p r o f i l e s  a r e  s h o w n  in  F i g .  14. S e v e r a l  

o b v i o u s  d i f f e r e n c e s  e x i s t  b u t^ a t  t h i s  s t a g e , o n l y  t h e  e l u t i o n  

p o s i t i o n  of  t h e  4 s  p e a k  w i l l  b e  c o n s i d e r e d .  C o m p a r i s o n s  b e t w e e n  

c o l u m n s  and ,  t h e r e f o r e ,  b e t w e e n  p r e p a r a t i o n s ,  m u s t  be  m a d e  b y  

r e f e r e n c e  to  t h e  s t a n d a r d  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  U. V, a b s o r b i n g

f 14 1m a t e r i a l  s i n c e  t h e r e  w a s  no I C J u r i d i n e - l a b e l l e d  u n i n f e c t e d  

R N A  a s  i n t e r n a l  m a r k e r .  P r e v i o u s  e x a m i n a t i o n  of  th e  d i s t r i b u t i o n  

o f  [ l a b e l  a n d  a b s o r b a n c e  a t  260. mg, in  p u l s e - l a b e l l e d  

' c y t o p l a s m i c '  R N A  f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s  h a d  c o n f i r m e d  t h a t  in  

t h e  4 s  r e g i o n  t h e  r a d i o a c t i v i t y  d e r i v e d  f r o m ^ ^ l l j  u r i d i n e  a p p e a r s  

in  a  r e l a t i v e l y  c o n c i s e  b a n d  w h i c h  c a n  b e  e x a c t l y  c o r r e l a t e d  

p o s i t i o n a l l y  w i th  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  p e a k .

B y  2 - 2 ,  5 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  t h e  [ 

l a b e l l e d  R N A  in  th e  4 s  r e g i o n  h a s  a l t e r e d  w h e n  c o m p a r e d  to t h a t  

o f  u n i n f e c t e d  c e l l s .  T h e  l a b e l l e d  m a t e r i a l  n o w  e l u t e s  f r o m  GIOO 

s l i g h t l y  e a r l i e r  t h a n  b e f o r e  a n d  i s  d i s p e r s e d  o v e r  a  l a r g e r  e l u t i o n  

v o l u m e  - t h e  r a d i o a c t i v i t y ,  i n  a d d i t i o n  to  e l u t i n g  w i t h  t h e  ^ 2 6 0  

p e a k ,  s h o w i n g  a  d i s t i n c t  l e a d i n g  e d g e .  In  g e l  f i l t r a t i o n  p r o f i l e s  

o f  R N A  l a b e l l e d  b e t w e e n  4 - 4 ,  5 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  6 - 6, 5 

h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  8 - 8. 5 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n , t h e  3 r d  p e a k



G o m p a r i s o n  b y  G e l  F i l t r a t i o n  on S e p h a d e x - G 1 00 of P u l s e - l a b e l l e d

(30 m i n .  ) ' C y t o p l a s m i c '  R N A  f r o m  BHK21/3.  3 C e l l s  i n f e c t e d

w

[ ' I

f o r  D i f f e r e n t  Tim.e  I n t e r v a l s  w i th  P s e u d o r a b i e s  V i r u s .

I R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  o f  a c t i v e l y  g r o w i n g  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  

i i r e  i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  of  20 P F U  p e r  c e l l  

w i t h  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  a n d  e a c h  p u l s e - l a b e l l e d  w i t h  750 p,G of 

u r i d i n e  ( - 5 - T )  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  8 . 6  C / m - m o l e  f r o m  i)

2 I 2'| h r s .  P .  I. i i)  4 - 4% h r s .  P .  I. i i i )  6 - 6% h r s .  P .  X. a n d  

8 " h r s ,  P .  I. T h e  c e l l s  w e r e  i m m e d i a t e l y  h a r v e s t e d  

a n d  th e  ' c y t o p l a s m i c '  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  t h e m  f r a c t i o n a t e d ,  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  on  a  1 . 5 x 8 0  c m ,  c o l u m n  of  S e p h a d e x - G 1 00
ij

S S p ,  p H  7. 0, w a s  u s e d  a s  e l u a n t  a n d  th e  1 m l .  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  

weire  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4 ° .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  

e x t i n c t i o n  a t  260  mp, a n d  f o r  t o t a l  [ ^ l i ]  r a d i o a c t i v i t y .

^^260

I V

[ ^h ] d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .
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o f  r a d i o a c t i v i t y  e l u t e s  e n t i r e l y  i n  th e  4 ^ s  p o s i t i o n  a n d  n o t  in  th e  

4 s  p o s i t i o n  ( a s  d e f i n e d  b y  t h e  r e g i o n  of  U. V. a b s o r b a n c e ) .

T h i s  c o n f i r m s  t h e  r e s u l t  o b t a i n e d  in  th e  d o u b l e  l a b e l l i n g  

e x p e r i m e n t  a l r e a d y  d e s c r i b e d .  I t  w o u ld ,  t h e r e f o r e ,  s e e m  t h a t  

f r o m  e a r l y  in  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  a  p r e v i o u s l y  u n o b s e r v e d  

R N A  c o m p o n e n t  (d-^'s) g r a d u a l l y  a c c u m u l a t e s  in  t h e  c e l l  c y t o p l a s m .  

S i n c e  th e  a c c u m u l a t i o n ,  w h i c h  h a s  r e a c h e d  d e t e c t a b l e  l e v e l s  b y  

2 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  c a n  b e  t h e r e a f t e r  c o r r e l a t e d  w i t h  a 

d e c r e a s i n g  a b i l i t y  f o r  r a p i d  4 s  R N A  s y n t h e s i s ,  t h e  R N A  i s  p e r h a p s  

a  n o r m a l l y  t r a n s i t o r y  i n t e r m e d i a t e  in  c e l l u l a r  4 s  R N A  s y n t h e s i s .

W h e n  a n  i d e n t i c a l  R N A  e x t r a c t i o n  a n d  a n a l y s i s  p r o c e d u r e  w a s  

c a r r i e d  o u t  w i t h  u n i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  u s i n g  a  d e c r e a s e d  

i n c u b a t i o n  p e r i o d  of  10 m i n u t e s ,  l e s s   ̂ h J r a d i o a c t i v i t y  w a s  

p r e s e n t  in  a l l  f r a c t i o n s ,  e s p e c i a l l y  t h o s e  c o r r e s p o n d i n g  to r i b o s o m a l  

R N A  ( s e e  F i g .  15), 4 s  R N A  s y n t h e s i s  m u s t  t h e r e f o r e  o c c u r  m o r e  

r a p i d l y  t h a n  r i b o s o m a l .  T h e  [ ^ h ] r a d i o a c t i v i t y  w a s ,  t h r o u g h o u t ,  

f a i r l y  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  th e  m a i n  R N A  s p e c i e s  a l t h o u g h  th e  

p e a k  o f  4 s  R N A  m a t e r i a l  s h o w e d  p e r h a p s  a  s l i g h t  i n d i c a t i o n ,  in  

t h e  d i f f u s e  l e a d i n g  e d g e ,  of  t h e  p r e s e n c e  of  R N A  s p e c i e s  l e s s  

e f f e c t i v e l y  r e t a i n e d  b y  c o l u m n s  o f  S e p h a d e x - G I O O ,  H o w e v e r ,  in  

g e n e r a l ,  t h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  4 s  R N A  c o m p o n e n t s



F i g u r e  15.

F ) .u t io n  P a t t e r n  o b t a i n e d  by  G e l  F i l t r a t i o n  o n  S e p h a d e x - G 1 00 o f  

P u l s e - l a b e l l e d  (10 m i n .  ) 'C y t o p l a s m i c *  R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  

B H K 2 1 / 13 C e l l s .

R N A  w a s  p r e p a r e d  f r o m  t h e  ‘c y t o p l a s m i c '  f r a c t i o n  o f  a c t i v e l y  

g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w h i c h  h a d  b e e n  p u l s e - l a b e l l e d

I  P 3  1
w i t h  [ HJ u r i d i n e  ( - 5 - T )  (500 pC of  s p e c i f i c  a c t i v i t y  8 . 7 5  C / m - m o l e

p 6 r  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e )  f o r  10 r h i n s .  i m m e d i a t e l y ' b e f o r e

h a r v e s t i n g .  T h e  R N A ,  p r e p a r a t i o n  so o b t a i n e d ,  w a s  f r a c t i o n a t e d

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  on  a  1 . 5 x 8 0  c m .  c o l u m n  of  S e p h a d e x - G 1 00

u ^ i n g  SSC a s  e l u a n t  (pH 7. 0). 1 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d

i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4®. E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  

I  <’3 1 . . .e x t i n c t i o n  a t  260 m p  a n d  f o r  t o t a l  [ H j  r a d i o a c t i v i t y .

^ 2 6 0

(^h J cts .  /m in .  / frac t ion .
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s y n t h e s i s e d  in  10 m i n u t e s  by  u n i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  p r e d o m i n a n t l y  

in  t h e  c o m p l e t e d  f o r m .  If 4 ^ s  R N A  i s  i n d e e d  a n  i n t e r m e d i a t e  in  

th e  s y n t h e s i s  o f  4 s  m a t e r i a l ,  t h e n  i t s  t u r n o v e r  i s  to o  r a p i d  to  b e  

d e t e c t a b l e  u s i n g  a  l a b e l l i n g  p e r i o d  of  10 m i n u t e s .

To f u r t h e r  e v a l u a t e  th e  h y p o t h e s i s  t h a t  4 ^ s  R N A  i n  i n f e c t e d  

c e l l s  r e p r e s e n t s  a n  i n t e r i r i e d i a t e  in  th e  p r o c e s s  l e a d i n g  to th e  

f o r m a t i o n  of  4 s  R N A ,  a  p u l s e - c h a s e  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  ou t .

N o n -  i n f e c t e d  a n d  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  v / e r c  l a b e l l e d  

f o r  30 m i n u t e s  w i t h  u r i d i n e  o r  u r i d i n e  r e s p e c t i v e l y *

w a s h e d  a n d  t h e n  r e i n c u b a t e d  f o r  a f u r t h e r  60 m i n u t e s  in  m e d i u m  

100 p M  w i t h  r e s p e c t  to n o n - r a d i o a c t i v e  u r i d i n e .

T h i s  p r o c e d u r e ,  a l t h o u g h  n o t  l e a d i n g  to i m m e d i a t e  r a p i d  

d i l u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  in  t h e  n u c l e o t i d e  p r e c u r s o r  p o o l s ,  s h o u ld  

s u b s t a n t i a l l y  d e c r e a s e  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  t h e  r a d i o a c t i v e l y  

l a b e l l e d  u r i d i n e .  ' C y t o p l a s m i c '  R N A  w a s  t h e n  e x t r a c t e d  f ro m ,  a  1 to  1 

m i x t u r e  of  t h e s e  c e l l s  b y  t h e  c o ld  p h e n o l  m e t h o d .

T h e  r e s u l t  o f  t h i s  t y p e  of e x p e r i m e n t  i s  s h o w n  in  F i g ,  16.

T h e  r a d i o a c t i v i t y  d e r i v e d  f r o m  ) u r i d i n e  - i n d i c a t i v e  of  R N A

s y n t h e s i s e d  in  u n i n f e c t e d  c e l l s  - w a s  fo u n d  in  p o s i t i o n s  c o r r e s p o n d i n g  

to  r i b o s o m a l ,  5s a n d  4 s  R N A ,  W ith  t h e  e x c e p t i o n  of th e  5 s  R N A  

p e a k ,  t h e  l a b e l l e d  m a t e r i a l  c o u ld  be  c o r r e l a t e d  e x a c t l y  w i t h  th e



F i g u r e  16.

C o m p a r i s o n  b y  G e l  F i l t r a t i o n  on  S e p h a d e x - G 1 00 o f  P u l s e - c h a s e d

'C y t o p l a s m i c '  R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  

I n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  C e l l s .

I  R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  o f  a c t i v e l y  g r o w i n g  B H K Z l / 1 3  c e l l s  w e r e  

i j o c k  i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  

ofl e x p o s u r e  o f  20 P F U  p e r  c e l l  a n d  p u l s e - l a b e l l e d  f r o m  6 - 6  h r s .  

p j  I. w i t h  [^"^'cj u r i d i n e  (G) o r  u r i d i n e  ( - 5 - T )  r e - s p e c t i v e l y .

(500 pC  o f  [ ^ h ] u r i d i n e  of  s p e c i f i c  a c t i v i t y  8. 75 p C / m - m o l e  o r  100

p.Ç of  [ ^ ^ c ]  u r i d i n e  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y  4 00  p C / m - m o l e  w e r e  p r o v i d e d
I

p e r  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e ) .  T h e  l a b e l l i n g  p e r i o d  w a s  f o l l o w e d  b y  a  

c l i a s e  p e r i o d  of  1 h r ,  b e f o r e  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  p o o l e d .  

' C y t o p l a s m i c '  R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a  1:1 m i x t u r e  of  t h e s e  c e l l s  

ar.d f r a c t i o n a t e d  o n  a  1 . 5 x 8 0  c m .  c o l u m n  o f  S e p h a d e x - G I O O  a t
I

r c o m  t e m p e r a t u r e .  SSC, p H  7. 0, w a s  u s e d  a s  e l u a n t  a n d  1 m l .  

f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4 ° .  E a c h  

f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 m p  a n d  t h e  t o t a l  

r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e  e s t i m a t e d .

^ 2 6 0

■[^h ]  d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .
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c o r r e s p o n d i n g  p e a k s  of  Uc V. a b s o r b a n c e .  T h i s  e l u t i o n  p r o f i l e  

f r o m  p u l s e - c h a s e d  u n i n f e c t e d  c e l l s  c o m p l e t e l y  r e s e m b l e d  t h a t  

o b t a i n e d  o n  c h r o m a t o g r a p h y  of  s i m i l a r l y  j o r e p a r e d  p u l s e - l a b e l l e d  

R N A  ( F i g .  13), T h i s  r e s u l t  i n d i c a t e s  t h a t  n o n e  of  t h e  s p e c i e s  

o f  R N A  d e t e c t e d  i n  30 m i n u t e s  p u l s e d  u n i n f e c t e d  c e l l s  a r e  

c l a s s i f i a b l e  a s  t r a n s i t o r y  i n t e r m e d i a t e s .

T h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f l a b e l  o b t a i n e d  i n  t h e  c o ­

c h r o m a t o g r a p h i c  e x p e r i m e n t  j u s t  d e s c r i b e d  -  w h e r e  [ l a b e l l e d  

R N A  i s  d e r i v e d  f r o m  th e  c y t o p l a s m  of p u l s e - c h a s e d  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  - a l s o  h a s  t h r e e  m a i n  p e a k s  o f  r a d i o a c t i v e  

m a t e r i a l  - r i b o s o m a l ,  5s  a n d  4 s  R N A .  To s o m e  e x t e n t ,  t h e  

p o s i t i o n  o f  a l l  t h r e e  p e a k s  c a n  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

a b s o r b a n c e  p e a k s  - in  c o n t r a s t  to  t h e  s i t u a t i o n  f o u n d  o n  e x a m i n a t i o n  

o f  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  ' c y t o p l a s m i c ' R N A  d e r i v e d  f r o m  p u l s e -  

l a b e l l e d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  In  f a c t ,  i n  R N A  

f r o m  t h e  c y t o p l a s m  of  p u l s e - c h a s e d  i n f e c t e d  c e l l s ,  t h e  d i s t i n c t  

4 ^ s  c o m p o n e n t  d e s c r i b e d  i n  p u l s e - l a b e l l e d  R N A  f r o m  i n f e c t e d  

c e l l s  h a s  l a r g e l y ,  t h o u g h  n o t  c o m p l e t e l y ,  d i s a p p e a r e d  a n d  h a s  

b e e n  r e p l a c e d  b y  a  r e g i o n  of  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  w h i c h  h a s  a 

p r o n o u n c e d  l e a d i n g  e d g e  a n d  e l u t e s  m a i n l y  in  t h e  4 s  p o s i t i o n ,

A  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  4 ^ s  R N A  p r e s e n t  in  p s e u d o r a b i e s  v i r u s
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i n f e c t e d  c e l l s  h a s  t h e r e f o r e  b e e n  c o n v e r t e d  b y  i n c u b a t i o n  of  th e  

c e l l s  a t  37*  ̂ f o r  60 m i n u t e s  to a  s p e c i e s  o f  R N A  e l u t i n g  i n  th e  

4 s  p o s i t i o n .  If i t  i s  a c c e p t e d  t h a t  th e  p r o n o u n c e d  l e a d i n g  e d g e  

o b s e r v e d  o n  t h e  4 s  p e a k  i s  a t t r i b u t a b l e  to  c o n t i n u i n g  s y n t h e s i s  of  

l a b e l l e d  4 ^ s  m a t e r i a l ,  d u e  to  the  i m p e r f e c t  n a t u r e  of  th e  

c h a s i n g  c o n d i t i o n s ,  o n e  c o u l d  i n f e r  t h a t  in  a  60 m i n u t e s  p e r i o d  

a l l  4 ^ s  R N A  p r e s e n t  i s  c o n v e r t e d  to 4 s  R N A .  I t  i s ,  h o w e v e r ,  

n o t  p o s s i b l e ' t o  d e m o n s t r a t e  a  q u a n t i t a t i v e  c o n v e r s i o n  of 

r a d i o a c t i v i t y ,  w h i c h  i n i t i a l l y  e l u t e d  in  t h e  4*|‘s r e g i o n ,  to  m a t e r i a l  

e l u t i n g  in  t h e  r e g i o n  c o r r e s p o n d i n g  to 4 s  R N A  a f t e r  t h e  c h a s e  

s i n c e  s e p a r a t e  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  a r e  n o t  d i r e c t l y  c o m p a r a b l e  

a n d  s i n c e  s o m e  l a b e l l e d  m a t e r i a l  i s  u n d o u b t e d l y  s y n t h e s i s e d  

d u r i n g  t h e  c h a s e .  T a k e n  o v e r  a l l ,  t h e  d a t a  j u s t  p r e s e n t e d  s e e m  

to i n d i c a t e  t h a t  o n e  of  t h e  s t e p s  i n v o l v e d  in  4 s  R N A  m a t u r a t i o n  i s  

i n h i b i t e d  in  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .

If i n d e e d ,  s u c h  a n  i n h i b i t i o n  d o e s  o c c u r ,  i t  m i g h t  b e  p o s s i b l e  

to  d e m o n s t r a t e  d i f f e r e n c e s  in  m o d i f i c a t i o n  p o t e n t i a l  b e t w e e n  

e x t r a c t s  o f  n o n - i n f e c t e d  a n d  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  I d e n t i c a l  

p r e p a r a t i o n s  of  p u l s e - l a b e l l e d  [ R N A  e x t r a c t e d  f r o m  th e  

c y t o p l a s m  of  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e ,  t h e r e f o r e ,  

i n c u b a t e d  in  v i t r o  f o r  40  m i n u t e s  a t  37° w i t h  c e l l  e x t r a c t s  of  e i t h e r
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u n i n f e c t e d  o r  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  u n d e r  c o n d i t i o n s  

s u i t a b l e  f o r  m o d i f i c a t i o n  of  p r e - t R N A ,  A f t e r  r e - e x t r a c t i o n  of  

t h e  R N A  a n d  c h r o m a t o g r a p h y  on  S e p h a d e x - G 100, th e  e l u t i o n  

p a t t e r n s  i l l u s t r a t e d  in  F i g .  17 (a) and  (b) w e r e  o b t a i n e d .

C o m p a r i s o n  b e t w e e n  th e  d i s t r i b u t i o n  of  r a d i o a c t i v e  l a b e l s  o b t a i n e d  

f r o m  s e p a r a t e  c o l u m n s  m u s t  be  m a d e  b y  r e f e r e n c e  to  t h e  

c h a r a c t e r i s t i c  o p t i c a l  d e n s i t y  p a t t e r n s .

E x a m i n a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  i n f e c t e d  ' c y t o p l a s m i c '  

R N A  p r e - t r e a t e d  w i t h  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t  ( F i g .  17b) i n d i c a t e s  

t h a t  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  n e w l y  s y n t h e s i s e d  R N A  - [ l a b e l  - i s  

c o m p l e t e l y  t y p i c a l  of  t h a t  o b t a i n e d  f o r  u n t r e a t e d  i n f e c t e d  c e l l  

R N A , b o t h  a s  r e g a r d s  th e  e l u t i o n  p o s i t i o n  of  t h e  t h r e e  m a i n  p e a k s  

a n d  a s  r e g a r d s  t h e  r e l a t i v e  d i s t r i b u t i o n  of  l a b e l l e d  m a t e r i a l  a m o n g  

t h e m .  M o r e  s p e c i f i c a l l y ,  i t  s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  t h e r e  s t i l l  e x i s t s  

R N A  e l u t i n g  f r o m  GIOO in  th e  4 ^ s  p o s i t i o n .  On i n c u b a t i o n  of  

4-^s R N A  w i t h  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d ,  no 

a l t e r a t i o n  in  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  R N A  l e a d i n g  to  a  l a t e r  e l u t i o n  

p o s i t i o n  f r o m  GIOO h a s  o c c u r r e d .

T h e  e l u t i o n  p r o f i l e  f r o m  GIOO of a n  i d e n t i c a l  i n f e c t e d  R N A  

p r e p a r a t i o n ^ p r e t r e a t e d  w i t h  u n i n f e c t e d  i n s t e a d  o f  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t , d i f f e r s  f r o m  e i t h e r  t h e  u n i n f e c t e d  o r



F i g u r e  17(a)  & (b)

C o m p a r i s o n  b y  G e l  F i l t r a t i o n  o n  S e p h a d e x - G l 00 b e t w e e n  ' C y t o p l a s m i c ' 

R N A  t r e a t e d  i p _ y i t r o_by E n z y m e s  f r o m  N o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  C e l l s  

I  w i t h  I d e n t i c a l  R N A  t r e a t e d  i n  v i t r o  b y  E n z y m e s  f r o m  P s e u d o r a b i e s  

i V i r u s  I n f e c t e d  C e l l s .

R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  of a c t i v e l y  g r o w i n g  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  

i n f e c t e d  w i th  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  of  

20 P F U  p e r  c e l l  a n d  6 h r .  l a t e r ,  p u l s e - l a b e l l e d  f o r  30 m i n  s .  w i t h  

(^I-^Jurid ine  ( - 5 - T) (300 [jlC of s p e c i f i c  a c t i v i t y  4 .  3 C / m - m o l e ) .  

'C y to iD la s m ic  ' R N A  w a s  e x t r a c t e d  a n d  e i t h e r  i n c u b a t e d  f o r  40  m i n  s. 

in|  v i t r o  w i t h  a  c r u d e  e x t r a c t  o f  n o n - i n f e c t e d  c e l l s  ( F i g .  (a) ) o r
I

i n c u b a t e d  w i t h  a  s i m i l a r  e x t r a c t  f r o m  c e l l s  5 h r .  P .  I, w i t h
i

p s j e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  o f  20 P F U  p e r  c e l l
I  ^  -

(piig. (b) ). I n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  a r e  d e s c r i b e d  o n  p I 0$. A f t e r
I

r e l i s o l a t i o n ,  th e  R N A  w a s  f r a c t i o n a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o n  a
i

l .iB X 80 c m ,  c o l u m n  o f  S e p h a d e x - G 1 00,  SSC, p H  7, 0 w a s  u s e d  a s
I

e l h a n t  a n d  1 m l ,  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a ti
4°J E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260  m p  a n d  f o r

e m i s s i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l .

^ 2 6 0

N o n - i n f e c t e d  e x t r a c t
(  ̂^ H j d i s i n t e g r a t i o n s / m i n ,  / f r a c t i o n ) .  

V i r u s  i n f e c t e d  e x t r a c t



Figure 17 a.

1 .0

Q

V ,

F rac t io n  t o .  ( 1  mi. )



Fir-^ure 17 b.

Cvl

2.0

l .C

F rac t io n  ho,  ( 1 ml.)



146.

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  R N A  p a t t e r n s  a l r e a d y  d e s c r i b e d  

( r e f e r  to  F i g .  17(a) ). L a b e l  d e r i v e d  f r o m  [ ^h ] u r i d i n e  i s  

f o u n d  i n  t h r e e  m a i n  p e a k s .  In  e a c h  c a s e ,  t h e  r a d i o a c t i v i t y  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e s e  s p e c i e s  c o u ld  be  c o r r e l a t e d ,  a s  r e g a r d s  

e l u t i o n  p o s i t i o n ,  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p e a k s  of  U. V. a b s o r b a n c e  

a n d ,  t h e r e f o r e ,  r e p r e s e n t  r i b o s o m a l ,  5s  a n d  4 s  R N A ,  In t h i s  

r e s p e c t ,  t h e  p a t t e r n  i s  s i m i l a r  to  t h o s e  r o u t i n e l y  o b s e r v e d  f o r  

u n i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n s .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  l a b e l l e d  m a t e r i a l  

a m o n g  t h e  r i b o s o m a l ,  5s a n d  4 s  R N A  p e a k s ,  h o w e v e r ,  r e s e m b l e s  

t h a t  a m o n g  th e  r i b o s o m a l ^  5s  a n d  4- '̂S s p e c i e s  p r e s e n t  in  R N A  

p r e p a r a t i o n s  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  It  m a y ,  

t h e r e f o r e ,  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  4 ^ s  R N A  s p e c i e s  

n o r m a l l y  d e t e c t e d  i n  p u l s e - l a b e l l e d  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  i s  c o n v e r t e d ^  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  u n i n f e c t e d  

c e l l  e x t r a c t j t o  a  f o r m  w h i c h  e l u t e s  f r o m  GIOO i n  t h e  4 s  p o s i t i o n .

B u t  i t  s h o u l d  b e  n o t e d ,  t h a t  in  b o th  p r o f i l e s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  th e  

p e a k s  o f  U. V. a b s o r b i n g  m a t e r i a l  a r e  n o t  so  s h a r p  a s  u s u a l  a n d  

t e n d  to  e x h i b i t  a  s l i g h t  t r a i l i n g  e d g e .  M a y b e  s o m e  R N a s e  a c t i v i t y  

h a d  o c c u r r e d  d e s p i t e  t h e  p r e s e n c e  o f  h e p a r i n  in  t h e  i n c u b a t i o n  

m i x t u r e .  T h i s  i n t e r p r e t a t i o n  s h o u l d  be  b o r n e  in  m i n d  w h e n  

c o n s i d e r i n g  th e  r e s u l t s  p r e s e n t e d ,  a l t h o u g h  i t  d o e s  n o t  a l t e r  a n y
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of  t h e  c o n c l u s i o n s  d r a w n .

T h e  s u c c e s s f u l  c o n v e r s i o n  of  d-^s R N A  to 4 s  R N A  in  v i t r o  

by  e x t r a c t s  f r o m  n o n  - i n f e c t e d ^ b u t  n o t  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s ,  r a i s e s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e r e  i s  a  d i f f e r e n c e  in  

t h e  a c t i v i t y  of  m o d i f y i n g  e n z y m e s  in  t h e  2 s o u r c e s .  S in c e  t h i s  i s  

e q u i v a l e n t ,  in  e s s e n c e ,  to  t h e  s i t u a t i o n  r e p o r t e d  in  s e v e r a l  

v i r u s / c e l l  s y s t e m s ,  f o r  t h e  m e t h y l a s e  g r o u p  of  e n z y m e s ,  

i n v e s t i g a t i o n s  w e r e  d i r e c t e d  a l o n g  th e  f o l l o w i n g  l i n e s .

T h e  e x p e r i m e n t s  u n d e r t a k e n  i n v o l v e d  i n c u b a t i n g  c e l l s  in  th e  

p r e s e n c e  o f  n o n - r a d i o a c t i v e  u r i d i n e  a n d  20 m M - a m m o n i u m  f o r m a t e  

w i t h  [ ^ h ] l a b e l l e d  u r i d i n e  a n d  m e t h y l  m e t h i o n i n e .  U n l a b e l l e d

u r i d i n e  w a s  a d d e d  m e r e l y  to  l o w e r  th e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  of  th e  

l a b e l l e d  m a t e r i a l  w h i l e  a m m o n i u m  f o r m a t e  w a s  n e c e s  s a r y ,  w h e n  

[ ^ " ^ c j m e t h y l  m e t h i o n i n e  w a s  u s e d  a s  d o n o r  o f  m e t h y l  g r o u p s

to R N A , t o  p r e v e n t  t h e  e q u i l i b r a t i o n  o f  t h e s e  m e t h y l  g r o u p s  w i t h  t h e  

c e l l u l a r  o n e  c a r b o n  p o o l .  A f t e r  GIOO c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  o f  

t h e  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  e i t h e r  u n i n f e c t e d  o r  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  l a b e l l e d  f o r  30 m in u te s ^  th e  d i s t r i b u t i o n  of  b o t h  [ ^ ^ c ]  

a n d  [ ^ h ] r a d i o a c t i v i t y  r e p r e s e n t e d  in  F i g s ,  18 (a) a n d  (b) w^as 

o b s e r v e d .  In  n o n - i n f e c t e d  c e l l s  ( F i g .  18 (a) ) ,n o  i n c o r p o r a t i o n  

o f  m e t h y l  g r o u p s  f r o m  m e t h y l  m e t h i o n i n e  i s  d e t e c t a b l e  in  th e



F i g u r e  18(a)  & (b ) .

C o m p a r i s o n  b y  G e l  F i l t r a t i o n  o n  S e p h a d e x - G I 00 of  t h e  D i s t r i b u t i o n  

o f  U r i d i n e  a n d  M e t h y l  G r o u p s  in  ' C y t o p l a s m i c '  R N A

fro m .  P u l s e - l a b e l l e d  (30 m i n  s. ) N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s  

V i r u s  I n f e c t e d  B H K Z l / 1 3  C e l l s .

R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  o f  a c t i v e l y  g r o w i n g  B H K Z l / 1 3  c e l l s  w e r e  

r p o c k  i n f e c t e d  (a) ,  o r  (b) i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  a t  a
I

m u l t i p l i c i t y  of  e x p o s u r e  o f  20 P F U  p e r  c e l l  a n d  p u l s e - l a b e l l e d  f r o m

- 6 h r s ,  P .  I. s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  [ “̂ h ] u r i d i n e  ( - 5 - T )  a n d  [^"^c]

i p e t h y l  m e t h i o n i n e .  500 pC  o f  [ u r i d i n e  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y

8. 3 C / m - m o l e )  a n d  100 pC  of  [^"^c] m e t h y l  m e t h i o n i n e  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  

’ I
2 5 m C / m - m o I e )  w e r e  p r o v i d e d  p e r  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e .  T h e  c e l l s

W e r e  i m m e d i a t e l y  h a r v e s t e d  a n d  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  c e l l

p y t o p l a s m i c  f r a c t i o n ,  w a s  c h r o m a t o g r a p h e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  on
!

a ] l .  5 X  80 c m .  c o l u m n  o f  S e p h a d e x - G l 00.  SSC, p H  7. 0, w a s  u s e d  a s  

e l u a n t  a n d  1 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  

4 f ,  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 m p  a n d  f o r  t h e  

tolta l r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .

I  N o n - i n f e c t e d  R N A  V i r u s  i n f e c t e d  R N A

E 260 -  E 260

-  [ ^ h ] c t s . ' / m i n .  / f r a c t i o n

" [ ^ ^ c ]  c t s .  / m i n .  / f r a c t i o n

[ ^ n j c t s .  / m i n .  / f r a c t i o n ,  

[ ^ ^ c ]  c t s .  / m i n .  / f r a c t i o n
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5s  r e g i o n  b u t  a  s m a l l  p r o p o r t i o n  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r i b o s o m a l  

p e a k  a n d  m o r e  s i g n i f i c a n t l y  a  r e l a t i v e l y  h i g h  p r o p o r t i o n  of  

m e t h y l  g r o u p s  h a s  b e e n  i n c o r p o r a t e d  in to  4 s  R N A  m a t e r i a l .

T h e  d i s t r i b u t i o n  of  m e t h y l  g r o u p s  c o r r e s p o n d s  w i t h  t h e  p r o f i l e  

o f  a b s o r b a n c e  a t  260 m p .  M e t h y l a t e d  R N A  m a t e r i a l  m a y ,  

t h e r e f o r e ,  b e  i d e n t i f i e d  w i t h  t h e  m a j o r i t y  o f  c e l l u l a r  4 s  R N A .

T h e  p a t t e r n s  o b t a i n e d  o n  c h r o m a t o g r a p h y  o f  i n f e c t e d  

p r e p a r a t i o n s  c o n f i r m  t h e  r e s u l t s  a l r e a d y  o b t a i n e d  in  p s e u d o  r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  s y s t e m s ,  a s  r e g a r d s  th e  r e l a t i v e  d i s t r i b u t i o n  o f [  

r a d i o a c t i v i t y  a n d  a b s o r b a n c e  a t  260 m p  a n d  a l s o  a s  r e g a r d s  th e  

d e p r e s s i o n  in  4 s  R N A  s y n t h e s i s  ( F ig .  18 (b) ). E x a m i n a t i o n  o f  

t h e  l a b e l  d e r i v e d  f r o m  t h e  [ ^ ^ c ]  m e t h y l  m e t h i o n i n e  a d d e d ,

r e v e a l s  2 m a j o r  p o i n t s .  F i r s t l y ,  t h e  r a d i o a c t i v i t y  o n ly  e l u t e s

in  t h e  4 s  r e g i o n ,  a s  d e f i n e d  b y  th e  a b s o r b a n c e  a t  260 m p . ( ’ h )

l a b e l l e d  m a t e r i a l  e l u t i n g  in  t h e  4 ^ s  R N A  p o s i t i o n  i s  n o t  a s s o c i a t e d  

w i t h  a n y  l a b e l .  S e c o n d l y ,  a l t h o u g h  i t  i s  d i f f i c u l t  to  d r a w

q u a n t i t a t i v e  c o n c l u s i o n s  b e c a u s e  o f  t h e  lo w  c o u n t s  r e g i s t e r e d ,  i t  

w o u l d  a p p e a r  t h a t  m é t h y l a t i o n  of  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  i s  

d e p r e s s e d  in  th e  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  I t  c o u l d ,  t h e r e f o r e ,  be  

a r g u e d  t h a t  R N A  s p e c i e s  e l u t i n g  in  t h e  4 ^ s  p o s i t i o n  r e p r e s e n t  

n o n - m e t h y l a t e d  i n t e r m e d i a t e s  in  th e  p r o d u c t i o n  o f  4 s  R N A  a n d
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t h a t  s i n c e  t h e  r a t e  of t h i s  c o n v e r s i o n  a t  l e a s t  i s  d e p r e s s e d  in  

i n f e c t e d  c e l l s ,  4™s R N A  a c c u m u l a t e s .

T h e  f o l l o w in g  o b s e r v a t i o n s  c o n c e r n i n g  m é t h y l a t i o n  of  

r i b o s o m a l  R N A  c a n  a l s o  be  m a d e .

R e f e r e n c e  to  F i g s .  18 (a) a n d  (b) s h o w  t h a t  t h e  d e g r e e  of  

i n c o r p o r a t i o n  of  m e t h y l  g r o u p s  in to  r i b o s o m a l  R N A  h a s

b e e n  r e d u c e d  by  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  c o n t r o l s ,  i t  b e i n g  n o t i c e a b l e  

t h a t  t h e  n u m b e r  o f  c o u n t s  c o l l e c t e d  p e r  f r a c t i o n  w a s  v e r y  low.

F o r  t h i s  r e a s o n ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  to  d e t e r m i n e  f r o m  t h i s  

e x p e r i m e n t  w h e t h e r  t h e  p r o c e s s  of i n f e c t i o n  h a s  r e a l l y  a b o l i s h e d  

o r  o n l y  d i m i n i s h e d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  [ me t h y l  grou]3sin to  

r i b o s o m a l  R N A .  H o w e v e r ,  w h e n  l o n g e r  i n c u b a t i o n  p e r i o d s  w e r e  

u s e d ,  i n c o r p o r a t i o n  of  c o u n t s  in to  t h e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t

R N A  f r a c t i o n  w a s  o b s e r v e d  in p r e p a r a t i o n s  f r o m  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  ( F i g .  21) ,  T h e  d i m i n i s h e d  i n c o r p o r a t i o n  of 

m e t h y l  g r o u p s  may^ t h e r e f o r e ^ b e  d i r e c t l y  c o r r e l a t e d  w i t h  d e c r e a s e d  

R N A  s y n t h e s i s  a l t h o u g h ^ o n c e  a g a in ^ th e  c o u n t s  a r e  v e r y  low .

A t t e m p t s  to  e f f e c t  t h e  c o n v e r s i o n  of  t h e  [ ^ h ) l a b e l l e d  4 ~ s  R N A  

c o m p o n e n t  o f  i n f e c t e d  c e l l s  to  a  f o r m  e l u t i n g  a t  4 s  b y  e m p l o y i n g  

t h e  r e n a t u r a t i o n  m e t h o d  of  L i n d a h l ,  A d a m s  & F r e s c o  (1966)  

h a v e  b e e n  u n s u c c e s s f u l  a l t h o u g h  a d o p t i o n  o f  a  s i m i l a r  t e c h n i q u e
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by  B u r  don  (1967)  w a s  e f f e c t i v e  in  c o n v e r t i n g  p u t a t i v e  i n t e r m e d i a t e  

f o r m s  of  4 s  i. e .  4-|’s RNA ^to  4 s  R N A .  S e p a r a t e  p r e p a r a t i o n s  of 

[ l a b e l l e d  " i n f e c t e d "  R N A  w e r e  h e a t e d  f o r  5 m i n u t e s  a t  6 0 °  

a t  p H , 7. 5 in  20 m M - T r i s - H C l ,  15 m M - M g C l ^  a n d  s u b j e c t e d  to 

g e l  f i l t r a t i o n  a t  e i t h e r  p H  7. 0 o r  p H  5. 5, In  t h e  f o r m e r  c a s e ,  

l i t t l e  o r  no  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  w a s  f o u n d  e l u t i n g  w i th  th e  v o id  

v o l u m e  - i n d i c a t i n g  l o s s  of h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  by  

p r e c i p i t a t i o n  o r  b r e a k d o w n  - a n d  th e  l a b e l l e d  m a t e r i a l  in  r e g i o n s  

of lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  w a s  u n e v e n l y  d i s t r i b u t e d .  No c o n c l u s i o n s  

c o u l d ,  t h e r e f o r e ,  b e  d r a w n .  On c h r o m a t o g r a p h y  a t  p H  5. 5 th e  

e l u t i o n  p r o f i l e  f o r  ( ^ h ] l a b e l l e d  i n f e c t e d  R N A ,  p r e t r e a t e d  a s  

d e s c r i b e d ,  w a s  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  o b t a i n e d  w h e n  u s i n g  a n  

i d e n t i c a l l y  p r e p a r e d  u n t r e a t e d  s a m p l e ,  b o t h  b e in g  t y p i c a l  of  the  

p r o f i l e s  r o u t i n e l y  o b s e r v e d  w i th  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  

p r e p a r a t i o n s .  S u c h  a  r e s u l t  i n d i c a t e s  û ia t  r e n a t u r a t i o n  of 4-js  

R N A  d o e s  n o t  a l t e r  i t s  c o n f i g u r a t i o n  in  a  m a n n e r  l e a d i n g  to  a n  

a l t e r a t i o n  in  i t s  e l u t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s .  H o w e v e r ,  th e  l i m i t e d  d a t a

a v a i l a b l e  m a k e  t h i s  c o n c l u s i o n  t e n t a t i v e  r a t h e r  t h a n  f i n a l .

1 . .T h e  d e t e c t i o n  of  a  'n e w '  4"^s s p e c i e s  in  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  i s  n o t  t h e  o n l y  d e v i a t i o n  o b s e r v e d  in  t h i s  s y s t e m  

f r o m  th e  n o r m a l  p a t t e r n  of s y n t h e s i s  o f  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A s .
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A s  a l r e a d y  m e n t i o n e d ,  ( s e e  F i g .  13) in  c e l l s  i n f e c t e d  f o r  6. 5 h o u r s  

w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s ,  t h e r e  i s  a l s o  a n  a l t e r a t i o n  in  t h e  

d i s t r i b u t i o n  of  [ u r i d i n e  l a b e l  a m o n g  th e  t h r e e  p e a k s  

c o r r e s p o n d i n g  to  r i b o s o m a l +  m ,  4 s  a n d  5s R N A ,  In p a r t i c u l a r ,  

t h e  r a t i o  o f  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  u n d e r  th e  4 s  p e a k  to  t h a t  of  t o t a l  

r a d i o a c t i v i t y  u n d e r  th e  5s  p e a k  i s  m a r k e d l y  a l t e r e d  f a l l i n g  f r o m  

a  v a l u e  o f  5 o r  6 / 1  f o r  n o n - i n f e c t e d  c e l l u l a r  ' c y t o p l a s m i c '  R N A  

to a p p r o x i m a t e l y  2 / 1  in  R N A  d e r i v e d  f r o m  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l  c y t o p l a s m ,  . (N o te  t h a t  w i t h  R N A  f ro m ,  i n f e c t e d  c e l l s  

t h e  r a d io  r e c o r d e d  i s  r e a l l y  (4 4 4 ^ ) s  R N A / 5 s  R N A ) ,  R e f e r e n c e  

to  T a b l e  6 s h o w s  t h a t  t h e  r a t i o  o b t a i n e d  v a r i e s  w i t h  t i m e  p o s t  

i n f e c t i o n .

B y  2 - 2 ,  5 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  th e  v a l u e  h a s  d e c r e a s e d  by 

a  f a c t o r  o f  2 andb^'"4-4.  5 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  h a s  r e a c h e d  a  

v a l u e  of  1, 8 / 1 .  N o  f u r t h e r  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n  of  t h i s  r a t i o  

o c c u r s ^  a t  l e a s t  u p  to  8 - 8 . 5  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  In o r d e r  to 

d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  r e d u c t i o n  in  the  v a l u e  of  t h i s  r a t i o  i s  d u e  

to  a n  i n c r e a s e d  s y n t h e s i s  of 5s R N A  m a t e r i a l  o r  to  a  d e c r e a s e d  

s y n t h e s i s  o f  4 s  R N A j t h e  i n c o r p o r a t i o n  of [ h J  l a b e l  in to  t h e s e  3 

RNA, t y p e s  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  a f t e r  v i r a l  i n f e c t i o n  w a s  e x a m i n e d  - 

s e e  T a b l e  7, A l l  v a l u e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  % of th e  i n c o r p o r a t i o n



T a b l e  6,

T i m e  ( h r s ,  P .  1. ) 4 s  R N A  s y n t h e s i s / 5 s  R N A  s y n t h e s i s

n o n - i n f e c t e d 5. 0

2 - z i 3. 2

4  - 4% 1. 84

6 - 62 1 . 81

8 - s i 1 . 5 8

E f f e c t  o f  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t i o n  o n  t h e  R e l a t i v e  I n c o r p o r a t i o n  

in  30 no in  s.  of [ u r i d i n e  in to  4 s  R N A  a n d  5s R N A .

N o n - i n f e c t e d  c e l l s  o r  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

w e r e  l a b e l l e d  w i t h  [ ^ h ] u r i d i n e  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  P .  1. a n d  th e  

c y t o p l a s m i c  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  t h e m  s e p a r a t e d  in to  4 s ,  5 s ,  and  

h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  by  g e l  f i l t r a t i o n  o n  S e p h a d e x - G l O O  

( fo r  d e t a i l s  s e e  F i g .  14). T h e  d a t a  q u o t e d  a b o v e  f o r  t h e  r a t i o  of 

[ u r i d i n e  l a b e l l e d  m a t e r i a l  p r e s e n t  in  4 s  R N A  to t h a t  in  5s  R N A  

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e s  by  a s s e s s i n g  t h e  a r e a s  

u n d e r  t h e  r e l e v a n t  p e a k s .  4 s  R N A  i n c l u d e s  m a t e r i a l  p r e s e n t  

in  t h e  4-^s p o s i t i o n .



T a b l e  7.

. T i m e  P .  I. ( h r s .  ) " r i b o s o m a l "  R N A " 5 s "  R N A " 4 s "  R N A

n o n  i n f e c t e d 100% 100% 100%

2 - 23% 184% 73%

4 - 4 2 27% 225% 58%

6 - 6 2 10% 100% 25%

s  - s i 16% 170% 32%

E f f e c t  o f  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t  io n  o n  t h e R a t e s  o f  S y n t h e s i s  of  

4 s  R N A ,  5s R N A  a n d  H i^ b  M o le cu la i^  W e i g h t  R N A .

N o n - i n f e c t e d  c e l l s  o r  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  

w e r e  l a b e l l e d  w i t h  [ ^ h ] u r i d i n e  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  I, a n d  th e  

c y t o p l a s m i c  R N A  e x t r a c t e d  f r o m  t h e m  s e p a r a t e d  in to  i t s  c o m p o n e n t s  

b y  g e l  f i l t r a t i o n  o n  S e p h a d e x - G 1 00 ( fo r  d e t a i l s  s e e  F i g .  14).

R a d i o  a c t i v e l y  l a b e l l e d  m a t e r i a l  i n c o r p o r a t e d  in  30 m i n s ,  in to  e a c h  

o f  th e  t h r e e  s p e c i e s  w e r e  a s s e s s e d  f r o m  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e s  b y  

d e t e r m i n i n g  th e  a r e a s  u n d e r  t h e  r e l e v a n t  p e a k s .  A f t e r  c o r r e c t i o n  

f o r  t h e  e f f i c i e n c y  o f  R N A  e x t r a c t i o n  th e  v a l u e s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  

p e r c e n t a g e s  of  t h e  n o n - i n f e c t e d  l e v e l s .
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in to  t h e  c o r r e s p o n d i n g  t y p e  of R N A  in  n o n - i n f e c t e d  c e l l s  a f t e r

c o r r e c t i o n  f o r  t h e  o v e r a l l  e f f i c i e n c y  of R N A  e x t r a c t i o n  h a d  b e e n

m a d e , b y  e s t i m a t i n g  t h e  a b s o r b i n g  m a t e r i a l  p r e s e n t  in  th e

r e s j ^ e c t i v e  r i b o s o m a l  p e a k s .

I t  i s  o b v i o u s  t h a t  4 s  R N A  s y n t h e s i s  i s  d i m i n i s h e d  in  t h e

R N A  p r e p a r a t i o n s  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  a n d

t h a t  t h e  d e g r e e  of  i n h i b i t i o n  i n c r e a s e s  w i t h  t i m e  a f t e r  in fec t ion ^

l e v e l l i n g  off  to a  v a l u e  of  a p p r o x i m a t e l y  30% n o r m a l  a f t e r  8. 5 h o u r s

p o s t  i n f e c t i o n .  T h e  o b s e r v e d  d e c r e a s e  in  t h e  — r a t i o c a n ,
5 s R N A

t h e r e f o r e ,  b e  a t t r i b u t e d ,  a t  l e a s t  in  p a r t ,  to t h e  c o n c o m i t a n t  

d i m i n u a t i o n  of  4 s  R N A  s y n t h e s i s .

E x a m i n a t i o n  of  t h e  f i g u r e s  e s t i m a t i n g  th e  s y n t h e s i s  of  5s 

R N A  m a t e r i a l  s h o w s  t h a t ,  i n  c o n t r a s t  to  4 s  R N A  a n d  h i g h  

m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A ,  t h e  s y n t h e s i s  o f  th e  5s  R N A  f r a c t i o n  i s  

n o t  i n h i b i t e d .  I n d e e d ,  i t  m a y  b e  s t i m u l a t e d  d u r i n g  th e  i n f e c t i o u s  

c y c l e  o f  t h e  v i r u s  a l t h o u g h  th e  v a l u e s  o b t a i n e d  do n o t  s h o w  a n y  

c l e a r  c u t  t r e n d  - t h e  i n c r e a s e  b e i n g  t w o - f o l d  a n d  th e  e r r o r  in  t h e  

e s t i m a t i o n s  p r o b a b l y  b e i n g  r a t h e r  h ig h .  H o w e v e r ,  in  v i e w  of 

p u b l i s h e d  r e p o r t s  ( F o r g e t  & W e i s s m a n ,  1967 (a) ) d e s c r i b i n g  th e  

a p p e a r a n c e  in  KB ce l ls^  i n f e c t e d  w i t h  a d e n o  v i r u s  ty p e  2, of  a  n e w  

5s s p e c i e s  of  R N A  w h i c h  d i f f e r s  in  a m o u n t ,  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e
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a n d  c e l l u l a r  l o c a t i o n  f r o m  t h e  h o s t  c e l l  5s  R N A ,  a t t e m p t s  w e r e  

m a d e  to  d e t e r m i n e  t h e  d i s t r i b u t i o n  of th e  n e w l y  s y n t h e s i s e d

g  I
c o m p o n e n t  w i t h i n  t h e  c e l l .  M g  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e ^ a t  a l l

t im e s ^  s u f f i c i e n t  to p r e v e n t  r i b o s o m a l  b r e a k d o w n  a n d  a  o n e  h o u r

c h a s e  p e r i o d  a f t e r  l a b e l l i n g  w i t h [ ^ H j  u r i d i n e  e l i m i n a t e d

1
c o m p l i c a t i o n s  o f  a c c o u n t i n g  f o r  a  4-^s c o m p o n e n t .

T h e  c l a s s i c a l  d i s t r i b u t i o n  p i c t u r e  - a s  d e t e r m i n e d  in  

b a c t e r i a l  a n d  m a m m a l i a n  s y s t e m s  - i s  o b s e r v e d  in  n o n - i n f e c t e d  

c e l l s  (See  F i g s ,  19(a)  & 19(c)  ) in  t h a t  (a) 5s  R N A  m a t e r i a l  i s  o n ly  

p r e s e n t  in, t h e  r i b o s o m a l  f r a c t i o n  (b) 4 s  R N A  m a t e r i a l  i s  p r e s e n t  

in  b o t h  t h e  r i b o s o m a l  a n d  s u p e r n a t a n t  f r a c t i o n s  and. (c) t h a t  t h e  

r a t i o  o f  4 s  to  5s m a t e r i a l  in  th e  r i b o s o m a l  f r a c t i o n  i s  a p p r o x i m a t e l y  

2 :1 ,  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  5s R N A  m a t e r i a l  i n  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  i s  m a r k e d l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  i n  t h e  n o n - i n f e c t e d  

s y s t e m  ( F i g s .  19(b) & 19(d) )^in th a t^ S s  t y p e  c o m p o n e n t s  a r e  no 

l o n g e r  o b s e r v e d  o n l y  in  t h e  r i b o s o m a l  f r a c t i o n  b u t  a r e  a l s o  p r e s e n t  

in  t h e  c e l l  s a p  f r a c t i o n .  F u r t h e r ,  i t  d o e s  n o t  s e e m  l i k e l y  t h a t  

t h e  m a t e r i a l  h a s  b e e n  r e l e a s e d  a s  a  r e s u l t  of  r i b o s o m a l  d e g r a d a t i o n  

s i n c e  t h e r e  i s  no  e v i d e n c e  f o r  t h e  r e l e a s e  o f  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  

R N A  f r o m  t h e  r i b o s o m e s .  T h e  R N A  m a y ,  t h e r e f o r e ,  r e p r e s e n t  

a  n e w  f o r m  of  R N A  n o t  p r e s e n t  in  u n i n f e c t e d  c e l l s ,  b u t  f u r t h e r



F i g u r e  19(a) ,  (b), (c) & (d ) .

C o m p a r i s o n  of  t h e  E l u t i o n  P a t t e r n s  O b t a i n e d  by  G e l  F i l t r a t i o n  on

S e p h a d e x -G lO Q  o f  P u l s e - c h a s e d  R N A  E x t r a c t e d  f r o m  S u b c e l l u l a r  

F r a c t i o n s  of  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o  r a b i e s  V i r u s  I n f e c t e d  

B H K 2 I / 1 3  C e l l s .

R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  o f  a c t i v e l y  g r o w i n g  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  

m o c k  i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  a t  a  m u l t i p l i c i t y  of  e x p o s u r e  of  20 P F U  p e r  

c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  6 h r ,  l a t e r ,  e a c h  c u l t u r e  w a s  

p i ’OvideH f o r  30 m i n s .  w i t h  300 pC o f  [ h J u r i d i n e  ( - 5 - T )  ( s p e c i f i c  

a c t i v i t y  4. 3 C / m - m o l e ) .  F o l l o w i n g  a  c h a s e  p e r i o d  o f  1 h r .  i n  

u i i l a b e l l e d  m e d i u m  c o n t a i n i n g  100 m p m o l e s  o f  u r i d i n e  p e r  m l .  , t h e

c u l t u r e s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  t h e  c e l l s  f r a c t i o n a t e d  b y  d i f f e r e n t i a l

I
c e n t r i f u g a t i o n .  R N A  p r e p a r a t i o n s  e x t r a c t e d  f r o m  c e l l  s a p  a n d  

m i c r o s o m a l  f r a c t i o n s  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

on  a  1. 5 X 80 c m .  c o l u m n  of  S e p h a d e x - G 1 00. SSC, p H  7. 0, w a s  

u s e d  a s  e l u a n t  a n d  1 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  

p l a c e d  a t  4 ° .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 mp. 

a n d  f o r  t o t a l  [ ^ h ] r a d i o a c t i v i t y .  T h e  p r o f i l e s  o b t a i n e d  a r e  sh o w n ,  

t h e  R N A  s o u r c e s  b e i n g  (a) c e l l  s a p  f r o m  n o n - i n f e c t e d  c e l l s ,  (b) 

c e l l  s a p  f r o m  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s ,  (c) m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  f r o m  

n c i n - i n f e c t e d  c e l l s  a n d  (d) m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  f r o m  v i r u s  i n f e c t e d  

c e l l s ,

 ^ 2 6 0

— —  N o n - i n f e c t e d  m a t e r i a l  ro i
( I HJ d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n )

V i r u s  i n f e c t e d  m a t e r i a l
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i n t e r p r e t a t i o n  o£ th e  d a t a  c a n n o t  be  u n d e r t a k e n  in  v i e w  of t h e  

l i m i t e d  k n o w l e d g e  of  th e  m e c h a n i s m  of  r i b o s o m a l  s y n t h e s i s  e v e n  

in  n o n - i n f e c t e d  b a c t e r i a l  s y s t e m s .  No a t t e m p t  w a s  m a d e  to 

d e t e r m i n e  w h e t h e r  " i n f e c t e d "  5s R N A  m a t e r i a l  i s  a  s t r u c t u r a l  

o r  a  f u n c t i o n a l  c o m p o n e n t ,  o r  w h e t h e r  i t  i s  h o s t  o r  v i r u s  s p e c i f i e d .

4.  T H E  G E N E T I C  O R IG IN  O F  4 s  R N A  IN P S E U D O R A B I E S
VIRUS I N F E C T E D  B H K 2 1 / 1 3  C E L L S .

M o l e c u l a r  h y b r i d i s a t i o n  i s  a  t e c h n i q u e  f o r  m e a s u r i n g  h o m o l o g y  

o f  s e q u e n c e  b e t w e e n  2 p o l y n u c l e o t i d e  c h a i n s .  In e s s e n c e ,  R N A  

m o l e c u l e s  a r e  r e t u r n e d  s p e c i f i c a l l y  o n ly  to t h o s e  D N A  r e g i o n s ,  

t h e  b a s e  s e q u e n c e s  of  w h i c h  a r e  i d e n t i c a l  to  th e  s i t e  o r i g i n a l l y  

t r a n s c r i b e d  a s  R N A .  T h i s  p e r m i t s  i d e n t i f i c a t i o n  of  t h e  R N A  

s p e c i f y i n g  D N A  t e m p l a t e .  D e t e c t i o n  a n d  q u a n t i t a t i o n  of h y b r i d  

f o r m a t i o n  d e p e n d s  u p o n  th e  c o n v e r s i o n  of  r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  

R N A  o f  k n o w n  s p e c i f i c  a c t i v i t y  in to  a n  R N a s e  r e s i s t a n t  f o r m .

A n  e s t i m a t i o n  o f  t h e  p r o p o r t i o n  o f  D N A  c o r r e s p o n d i n g  to t h e  R N A  

s p e c i e s  in  q u e s t i o n  i s  o b t a i n a b l e  o n  d e t e r m i n a t i o n  of  t h e  a m o u n t  of 

R N A  b o u n d  u n d e r  c o n d i t i o n s  of  DN A s a t u r a t i o n .  S u c h  e s t i m a t e s  

a r e  i n v a l i d a t e d  e i t h e r  b y  a  f a i l u r e  to r e a c h  s a t u r a t i o n  l e v e l s  o r  

b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  m i n o r  R N A  i m p u r i t y  w h i c h  o c c u p i e s  a  m u c h  

l a r g e r  p r o p o r t i o n  of  t h e  D N A  t h a n  th e  h y b r i d  s t r u c t u r e .  T h e
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m a g n i t u d e  of  t h e  e r r o r  d e p e n d s  on  th e  p e r c e n t a g e  of  th e  D N A  w h i d i  

s p e c i f i e s  t h e  c o n t a m i n a n t  R N A ^ c o m p a r e d  to  t h a t  s p e c i f y i n g  th e  

R N A  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .  T h e  m e t h o d  i s  a l s o  o p e n  to  c r i t i c i s m  

o n  a c c o u n t  of  p o s s i b l e  h e t e r o g e n e i t y  of  t h e  DNA.

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  by  u s i n g  th e  D N A - R N A  h y b r i d i s a t i o n  

t e c h n i q u e  to  i d e n t i f y  th e  g e n e t i c  o r i g i n  o f  4 s  R N A  s y n t h e s i s e d  

a f t e r  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  a r e  p r e s e n t e d  b e lo w ,  A s h o r t  

d e s c r i p t i o n  of  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  of  th e  D N A  a n d  4 s  R N A  p r e p a r a t i o n s  

u s e d  i s  a l s o  i n c l u d e d  s i n c e  t h e i r  c o m p o s i t i o n  c a n  so  p r o f o u n d l y  

a l t e r  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d .

D N A s  f o r  u s e  in  a  D N A - s R N A  h y b r i d i s a t i o n  e x p e r i m e n t  w e r e  

e x t r a c t e d  f r o m  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a n d  f r o m  p u r i f i e d  s u s p e n s i o n s  of  

p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  p a r t i c l e s  u s i n g  SDS a n d  a  m o d i f i c a t i o n  of  th e  

p r o c e d u r e  of  M a r m u r  ( M a r n i u r ,  1961) ,  P s e u d o r a b i e s  v i r u s  D N A  

w a s ^ i n  a d d i t i o n ^ b a n d e d  i n  p r e p a r a t i v e  c a e s i u m  c h l o r i d e  e q u i l i b r i u m  

d e n s i t y  g r a d i e n t s  a n d  r e s p o o l e d  in  SSC. D i s c r e t e  b a n d s  o f  v i r a l  

D N A  w e r e  o b t a i n e d  o n  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  m a r k e r  c e l l u l a r  DNA, 

i n t r o d u c e d  s e p a r a t e l y  in to  g r a d i e n t  3, w a s  c l e a r l y  s e p a r a t e d  f r o m  

t h e  v i r a l  DNA, In  a d d i t i o n ,  no c e l l u l a r  D N A  w a s  o b s e r v e d  o n  th e  

t r a c e  o b t a i n e d  b y  a n a l y t i c a l  e q u i l i b r i u m  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  of  

t h e  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  D N A  p r e p a r a t i o n  in  t h e  S p i n e o  M o d e l  E



F i g u r e  2 0

A n a l y t i c a l  D e n s i t y  G r a d i e n t  C e n t r i f u g a t i o n  o f  P s e u d o r a b i e s

V i r u s  DMA.

: T h e  f i g u r e  s h o w s  a m i c r o d e n s i t o i n e t e r  t r a c i n g  f r o m  a n

a jn a ly t i c a l  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  in t h e  S p in c o  M o d e l  E  

I J l t r a c e n t r i f u g e  of  t h e  p s e u d o r a b i e s  D N A  p r e p a r a t i o n  to  b e  u s e d  

f o r  m o l e c u l a r  h y b r i d i s a t i o n ,

(1) p s e u d o r a b i e s  D N A  a l o n e

(2) p s e u d o r a b i e s  D N A  + C l .  W e l c h i i  D N A  (G4-C 

c o n t e n t  31%) a s  m a r k e r .

I  28 m m .  a r e  e q u i v a l e n t  to  40%  G+C. T h e  G+C c o n t e n t  of t h e  

p 'p e u d o r a b i e s  D N A  i s  t h e r e f o r e  71%.
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U l t r a c e n t r i f u g e  ( F ig .  20) ,  T h e  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  D N A  

p r e p a r a t i o n  w a s ,  t h e r e f o r e ,  n o t  c o n t a i i i i n a t e d  w i t h  c e l l u l a r  DNA. 

C a r e  w a s  t a k e n  to e n s u r e  t h a t  n e i t h e r  DN A  p r e p a r a t i o n  e x h i b i t e d  

R N a s e  a c t i v i t y .

R a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  4 s  R N A ,  to b e  u s e d  in  m o l e c u l a r  

h y b r i d i s a t i o n  t e s t s ,  w a s  d e r i v e d  f r o m  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  of 

u n i n f e c t e d  c e l l s  a n d  f r o m  t h a t  of p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  

( l a b e l l e d  f r o m  3 - 8  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n )  by  t h e  m e t h o d  s u m m a r i s e d  

in  t h e  l e g e n d  to  F i g .  21. T h e  e x t r a c t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  d e s i g n e d  

to  r e d u c e  t h e  b r e a k d o w n  of  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A ,  a  p r o c e s s  

w h i c h  m i g h t  l e a d  to  c o n t a m i n a t i o n  of  th e  4 s  R N A  v.dth f r a g m e n t s  

o f  m R N A .  4 s  R N A  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  

R N A  a n d  5s  R N A  by  c h r o m a t o g r a p h y  o n  S e p h a d e x - G l O O  ( F ig .  21) .

In  b o th  p r e p a r a t i o n s ,  i d e a l  f r a c t i o n a t i o n  w a s  a c h i e v e d ,  e a c h  of th e  

b a n d s  ( r i b o s o m a l  + m R N A ,  5s R N A  a n d  4 s  R N A ) b e in g  d i s t i n c t  

a n d  w e l l  s e p a r a t e d  f r o m  o n e  a n o t h e r .  T h e  R N A  p r e p a r a t i o n s  u s e d  

w e r e  l a b e l l e d  b o t h  w i t h  [ ^ h ] u r i d i n e  a n d  [ ^ ^ c ]  m e t h y l  g r o u p s  d e r i v e d  

f r o m  [ ^ ^ c ]  m e t h y l  m e t h i o n i n e .  T h e  e l u t i o n  p r o f i l e s  of [ 

l a b e l l e d  m a t e r i a l  b o t h  s h o w  a b s o l u t e l y  no  e v i d e n c e  of  R N a s e  

a c t i v i t y  w h i c h ,  on  t h e  b a s i s  of r a n d o m  a c t i o n  o n  R N A ,  w o u l d  be  

e x p e c t e d  to  l e a d  to  f r a g m e n t s  of  d i v e r s e  l e n g t h  a n d ,  t h e r e f o r e .
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F i g u r e  21.

G,el F i l t r a t i o n  P r o f i l e s  o n  S e p h a d e x - G 1 00 of s R N A  P r e p a r a t i o n s  

f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s  V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  

C e l l s  f o r  U s e  in  DNA - s R N A  H y b r i d i s a t i o n  S t u d i e s .

R o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e s  o f  a c t i v e l y  g r o w i n g  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e

m o c k  i n f e c t e d  ( F ig .  (a) ) o r  ( F i g ,  (b) ) i n f e c t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s

r u s  a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  i n f e c t i o n  of  20 P F U  p e r  c e l l  a n d  l a b e l l e d

f r o m  3 to  8 h r ,  P .  I. w i t h  b o t h  [ ^II]  u r i d i n e  ( - 5 - T )  a n d  [ ^ ^ c j  m e t h y l

e t h i o n i n e .  500 pC of  [ ^ h J u r i d i n e  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  8 . 7 5  C / m - m o l e )

d 10 p C  o f  m e t h y l  m e t h i o n i n e  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  0. 2 m C  /
\

- m o l e )  w e r e  p r o v i d e d  p e r  r o l l e r  b o t t l e  c u l t u r e .  T h e  c e l l s  w e r e  

i m m e d i a t e l y  h a r v e s t e d  a n d  R N A ,  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  c e l l  c y t o p l a s m i c  

f r j a c t i o n  b y  t h e  c o l d  p h e n o l  t e c h n i q u e ,  w a s  c h r o m a t o g r a p h e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  on  a  1. 5 x  80 c m .  c o l u m n  o f  S e p h a d e x - G l O O ,  SSC,  

p H  7, 0^w a s  u s e d  a s  e l u a n t  a n d  1 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d

i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4 ^ ,  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n
1

a t |  260  m p .  T h e  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e  w a s  

d c ^ t e r m i n e d  o n  0. 0 5 m l .  s a m p l e s .  F r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  l i m i t s  s h o w n  

w | r e  u s e d  a s  s o u r c e  of  4 s  R N A .

 ^ 2 6 0

F i g .  (a) ---- c t s .  / m i n .  / f r a c t i o n  ( n o n - i n f e c t e d  m a t e r i a l )

[ l 4 c  J  c t s .  / m i n .  / f r a c t i o n

Filg. (b) — .  c t s .  / m i n .  / f r a c t i o n  ( v i r u s  i n f e c t e d  m a t e r i a l )

p 4 c j  c t s .  / m i n .  / f r a c t i o n .
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to a  w id e  d i s t r i b u t i o n  of  r a d i o a c t i v i t y  t h r o u g h o u t  t h e  e l u t i o n  

p a t t e r n .  E v i d e n c e  a g a i n s t  p o s s i b l e  R N a s e  a c t i v i t y  i s  a l s o  

p r o v i d e d  by  a  d e g r e e  of  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  the  e l u t i o n  s p e c t r a  

o f  t h e  2 i s o t o p e s  p r e s e n t ^  In  th e  r e g i o n  of  th e  4 s  peak»  in  b o th  

p r e p a r a t i o n s ,  t h e  r a t i o  o f  [ ^ h ] u r i d i n e  to [ j  m e t h y l  g r o u p s  

p r e s e n t  i s  c o n s t a n t .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  m o l e c u l e s  in  t h i s  r e g i o n  

w h i c h  a r e  l a b e l l e d  w i t h  [ ^II]  u r i d i n e  a l s o  c o n t a i n  l a b e l l e d  m e t h y l  

g r o u p s  a n d  a r e ^ t h e r e f o r e , t R N A  m o l e c u l e s  a n d  n o t  th e  d e g r a d a t i o n  

p r o d u c t s  of  m  R N A  w h i c h  w o u ld  n o t  b e  m e t h y l a t e d .  L a b e l l e d  

m a t e r i a l  p r e s e n t  in  t h e  4 s  r e g i o n s  of  t h e s e  e l u t i o n  p a t t e r n s  w a s  

p o o l e d  a n d , a f t e r  b e i n g  t e s t e d  to e n s u r e  t h a t  no l a b e l l e d  D N A  w a s  

p r e s e n t ,  t h e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  D N A - s R N A  

h y b r i d i s a t i o n  e x p e r i m e n t s .  T h e  p r e p a r a t i o n s  h a d  s p e c i f i c  

a c t i v i t i e s  of 16, 35 x  10 c o u n t s  p e r  m i n u t e  p e r  pg .  ( n o n - i n f e c t e d )

3
a n d  9 x 1 0  c o u n t s  p e r  m i n u t e  p e r  pg.  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .

T h e  p r e p a r a t i o n s  o f  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  D N A , B H K 2 1 / 1 3  DNA, 

B H K 2 1 / 1 3  4 s  R N A  a n d  4 s  R N A  d e r i v e d  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  j u s t  d e s c r i b e d  w e r e  c r o s s  t e s t e d  f o r  h o m o l o g y  

b y  m o l e c u l a r  h y b r i d i s a t i o n  b y  th e  m e t h o d  o f  G i l l e s p i e  & S p i e g e l m a n  

(1965)  (p. 109 ) D N A  w a s  e f f i c i e n t l y  i m m o b i l i z e d  o n  m e m b r a n e

f i l t e r s  a s  d e m o n s t r a t e d  in  a  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t  u s i n g
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r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  D N A  w h i c h  d e t e r m i n e d  t h a t  85% of th e  

D N A  i n i t i a l l y  a p p l i e d  to  th e  f i l t e r s  w a s  s t i l l  a t t a c h e d  on  th e  

c o m p l e t i o n  of  a l l  m a n i p u l a t i o n s .  H y b r i d i s a t i o n  w a s  a s s a y e d  by  

i n c u b a t i n g  f i l t e r  s  ̂l o a d e d  w i t h  e i t h e r  20 pg .  of  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  

D N A  o r  200 pg .  o f  c e l l u l a r  D N A ,a t  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  of  t h e  

R N A  u n d e r  t e s t  a n d  e s t i m a t i n g  th e  R N a s e  r e s i s t a n t , [  ^Idj l a b e l l e d  

m a t e r i a l  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e m .  T h e  r e s u l t s  s h o w n  in  F i g .  22 

w e r e  o b t a i n e d .  In  t h r e e  of t h e  f o u r  c a s e s  e x a m i n e d  c o n v e n t i o n a l  

s a t u r a t i o n  c u r v e s  w e r e  o b t a i n e d .  In t h e  f o u r t h  i n s t a n c e ,  (d)> 

i n v o l v i n g  h y b r i d i s a t i o n  o f  c o n t r o l  R N A  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

D N A , t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  p r o b a b l y  r e p r e s e n t  b a c k g r o u n d  d u e  to 

b i n d i n g  to n o n - s p e c i f i c  D N A  a s  d i s t i n c t  f r o m  n o n - s p e c i f i c  b i n d in g  

to  t h e  m e m b r a n e  f i l t e r s .  W h e n  h y b r i d i s i n g  " c o n t r o l "  R N A  to 

" c o n t r o l "  D N A , " i n f e c t e d "  R N A  to  " c o n t r o l "  D N A  a n d  " i n f e c t e d "

R N A  to  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  D N A  th e  d e g r e e  of  h y b r i d i s a t i o n  i n c r e a s e d  

w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n  of  a v a i l a b l e  R N A  u n t i l  s a t u r a t i o n  

v a l u e s  w e r e  r e a c h e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 pg ,  ,

3, 5 pg .  a n d  4,  5 pg,  of t h e  r e s p e c t i v e  R N A  p e r  h y b r i d i s a t i o n  

m i x t u r e .  T h e s e  r e s u l t s ,  t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  w h i c h  w i l l  b e  d i s c u s s e d  

l a t e r ,  d e m o n s t r a t e  t h a t  v i r u s  D N A  s p e c i f i c a l l y  h y b r i d i s e s  w i t h  4 s  

R N A  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s  b u t  n o t  w i th  R N A  f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s  a n d



F i g u r e  22 .  

D N A  - s R N A  M o l e c u l a r  H y b r i d i s a t i o n .

V I

s R N A  f r o m  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a n d  s R N A  s y n t h e s i s e d  i n  p s e u d o  r a b i e s  

r u s  i n f e c t e d  c e l l s  b e t w e e n  3 a n d  8 h r s .  P .  I. ( a s  d e s c r i b e d  in  

D ig .  21) w e r e  t e s t e d  f o r  h o m o l o g y  w i t h  b o t h  p s e u d o r a b i e s  a n d  

c q l l u l a r  D N A , by  th e  t e c h n i q u e  o f  m o l e c u l a r  h y b r i d i s a t i o n .  s R N A  

e p a r a t i o n s  w e r e  l a b e l l e d  w i t h  [ ^ h ] u r i d i n e  ( - 5 - Ï )  a n d  h y b r i d i s a t i o n

w a s  d e t e c t e d  a s  R N a s e  r e s i s t a n t ,  D N A  a s s o c i a t e d  [ l i ]  l a b e l l e d  

m a t e r i a l .  T h e  d a t a  o b t a i n e d  a r e  s h o w n  in  t h e  f o r m s  o f  s a t u r a t i o n  

c u r v e s  in  w h i c h  i n c r e a s i n g  s R N A  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  h y b r i d i s a t i o n  

m i x t u r e s  i s  p l o t t e d  a g a i n s t  d e g r e e  o f  h y b r i d i s a t i o n ,  w h i c h  i s

e s t i m a t e d  a s  c t s .  / m i n .  / f i l t e r .  F i g .  (a) s h o w s  t h e  r e s u l t s  u s i n g  s R N A

I
f r b m  n o n - i n f e c t e d  c e l l s  a n d  200  p,g. o f  c e l l u l a r  D N A. F i g .  (b) 

s h o w s  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  s R N A  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

' e c t e d  c e l l  a n d  20 pg .  o f  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  D N A , ( F i g .  (c) 

sh |ows th e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  s R N A  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  a n d  200  pg .  of  c e l l u l a r  DNA. - F i g .  (d) s h o w s  t h e  

r e j s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  s R N A  f r o m  n o n - i n f e c t e d  c e l l s  a n d  20 p g ,  of

I
p s j e u d o r a b i e s  v i r u s  DNA,

!

i  T h e  R N A  p r e p a r a t i o n s  w e r e  of  s p e c i f i c  a c t i v i t y  16, 350 c t s ,  /  

m i n .  / p g .  ( n o n - i n f e c t e d )  a n d  9 , 0 0 0  c t s .  / m i n ,  /p g ,  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .

in
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a l s o  t h a t  c e l l u l a r  D N A  h y b r i d i s e s  b o t h  w i t h  4 s  R N A  f r o m  

n o i i“ i n f e c t e d  a n d  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .

If t h e  4 s  R N A  p r e p a r a t i o n  u s e d  c a n  b e  e q u a t e d  w i t h  t R N A  

(an d  t h e r e  i s  no  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t h a t  i t  cannot)^^ i t  c a n  b e  

c o n c l u d e d  t h a t  c e r t a i n  t R N A  s p e c i e s  of p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  h a v e  b e e n  t r a n s c r i b e d  f r o m  t h e  D N A  of  t h e  

i n v a d i n g  v i r u s  a n d  o t h e r s  f r o m  th e  c e l l u l a r  DNA.

5. T H E  C O M P O S I T I O N  O F  A M IN O  AC YD t R N A  P O P U L A T I O N S  
IN N O N - I N F E C T E D  A N D  P S E U D O R A B I E S  VIRU S I N F E C T E D  
B H K Z 1 / I 3  C E L L S ,

In  t h e  l i g h t  of  t h e  p r e c e d i n g  two s e c t i o n s  a n d  in  v i e w  of th e  

s i t u a t i o n  in  h e r p e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  ( S u b a k - S h a r p e , S h e p h e r d  

& H a y ,  1966 )̂  i t  w o u l d  o b v i o u s l y  b e  i n t e r e s t i n g  to  c o m p a r e  t h e  t R N A  

p o p u l a t i o n  in  n o n - i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .

In  p a r t i c u l a r ,  a r g i n y l ,  s e r y l ,  t h r e o n y l  a n d  a l a n y l - t R N A s  w o u ld  

b e  e x a m i n e d .  W i th  l u c k ,  t R N A s  s p e c i f i e d  b y  th e  v i r a l  g e n o m e  o r  

v a r i a n t s  of  n o r m a l  s p e c i e s  p r o d u c e d  a s  a  r e s u l t  o f  i n f e c t i o n  ( e i t h e r  

b y  u n d e r m o | f i c a t i o n  o r  h y p e r - m o d i f i c a t i o n )  m i g h t  be  d e t e c t e d  by  o n e  

of t h e  m a n y  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  s y s t e m s  a v a i l a b l e  f o r  

a m i n o a c y l - t R N A s .

(a) E l u c i d a t i o n  of  A m i n o  a c y l a t i o n  C o n d i t i o n s ,

In  o r d e r  to  d r a w  a n y  m e a n i n g f u l  c o n c l u s i o n s  f r o m
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c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  of a m i n o  a c y l - t R N A s  o r  t h e i r  

d e r i v a t i v e s ,  i t  i s  n e c e s s a r y  to  e n s u r e  t h a t  a s  f a r  a s  

p o s s i b l e , a l l  s p e c i e s  of t h e  tR N A  in  q u e s t i o n  b e c o m e  

c h a r g e d  w i t h  a m i n o  a c i d .  T h e  c o n d i t i o n s  u s e d  f o r  

a t t a c h i n g  t h e  a m i n o  a c i d  m u s t ,  t h e r e f o r e ,  b e  s u c h  t h a t  

th e  a m i n o  a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e  a n d  t h e  a m i n o  a c i d  i t s e l f  

a r e  in  e x c e s s .  T h e s e  c o n d i t i o n s  m u s t  b e  d e t e r m i n e d  f o r  

" c o n t r o l "  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  w i t h  " c o n t r o l "  t R N A  and  

" i n f e c t e d "  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  w i t h  " i n f e c t e d "  tR N A ,

F i g .  23 s h o w s  p l o t s  of " a m i n o a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e "  

c o n c e n t r a t i o n s  a g a i n s t  a m i n o  a c i d  a c c e p t a n c e ,  m e a s u r e d  

a s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  of  r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  m a t e r i a l  

in to  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l ,  t h e  a m i n o  

a c i d s  s h o w n  b e i n g  a r g i n i n e  a n d  l y s i n e .  F o r m a t i o n  of 

l y s y l - t R N A  i n c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  e n z y m i c  c o n c e n t r a t i o n ^  

f o r  b o t h  c o n t r o l  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  s y s t e m s ,  

u n t i l  100 p g ,  o f  p r o t e i n  a r e  p r e s e n t  p e r  r e a c t i o n  m i x t u r e  

w h i l e  a r g i n y l - t R N A  p r o d u c t i o n  i n c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  

e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n  u n t i l  150 pg .  p r o t e i n  h a s  b e e n  a d d e d .

In  b o t h  c a s e s ,  f u r t h e r  a d d i t i o n  of  p r o t e i n  d o e s  n o t  l e a d  to 

i n c r e a s e d  f o r m a t i o n  of  a m i n o a c y l - t R N A .  In  a d d i t i o n ,  i t
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A j 'g i i iy  1 - tR N A  T r a n s f e r a s e  a n d  L y s y l - t R N A  T r a n s f e r a s e :

10

o r

a

E f f e c t  of  E n z y m e  C o n c e n t r a t i o n ^

N o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a n d  c e l l s  6, 5 h r s .  P .  I. w i t h  

p s u e d o r a b i e s  v i r u s  a t  a  m u l t i j ^ l i c i t y  o f  e x p o s u r e  o f  20 P F U  p e r  

c e l l  w e r e  used ,  a s  s o u r c e s  of  t R N A  a n d  a r n i n o a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s ,

0 |xg, of  t R N A  f r o m  e a c h  s o u r c e  w e r e  loaded,  w i t h  [ a r g i n i n e  

C ^ n j o r  ] g\hêl i e d  l y s i n e  u s i n g  d i f f e r e n t  l e v e l s  of  h o m o l o g o u s

e n z y m e  p r e p a r a t i o n s .  A n  i n c u b a t i o n  t i m e  of  17 m i n s .  a t  37® in  

s t a n d a r d  r e a c t i o n  m i x t u r e  ( p r o p o r t i o n a t e l y  s c a l e d  to  0. 3 m l .  )

w a s  c h o s e n .  T h e  r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  b y  th e  a d d i t i o n  of
1

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  to  5% a f t e r  w h i c h  th e  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d
!

wijth a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  w a s  e s t i m a t e d .  E n z y m i c  a c t i v i t y ,
I
I . . . .  .  .e x p r e s s e d  a s  d i s i n t e g r a t i o n s  p e r  m i n .  m a d e  a c i d  i n s o l u b l e  p e r  

s a y ,  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  th e  c o n c e n t r a t i o n  o f  ’e n z y m e '  p r o t e i n  

r  s a m p l e .  T h e  l a b e l l e d  m a t e r i a l  u s e d  in  F i g s .  (a) ,  (b) a n d  (c) 

s p e c t i v e l y  [ a r g i n i n e ,  [ h J l y s i n e  a n d  l y s i n e .

—  E n z y m e  a c t i v i t y  o f  e x t r a c t  o f  n o n - - i n f e c t e d  c e l l s ,

“““ E n z y m i c  a c t i v i t y  o f  e x t r a c t  o f  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .

(b o th  a s  d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / a s s a y )
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s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  m a x i m u m  a m o u n t  o f  e i t h e r  

l y s y l -  o r  a r g i n y l - t R N A  f o r m e d  p e r  u n i t  o f  t R N A  i s  

l o w e r  (6 5% n o r m a l  a n d  82% n o r m a l  r e s p e c t i v e l y )  i f  t h e  

t R N A  u s e d  a s  s u b s t r a t e  w a s  d e r i v e d  f r o m  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  In a l l  s u b s e q u e n t  p r e p a r a t i v e  

e x p e r i m e n t s  2 m g ,  o f  p r o t e i n  w e r e  a l w a y s  u s e d  p e r  

1, 5 m l ,  r e a c t i o n  m i x t u r e .  T h i s  v a l u e  i s  w e l l  in  e x c e s s  

o f  ' a t  d e t e r m i n e d  in  th e  e x p e r i m e n t s  j u s t  d e s c r i b e d .

I l l u s t r a t e d  in  F i g .  24 i s  t h e  p l o t  of  a r g i n i n e  

c o n c e n t r a t i o n  a g a i n s t  a m i n o  a c i d  a c c e p t a n c e , m e a s u r e d  

a s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o  a c t i v e l y  l a b e l l e d  a r g i n i n e  in to  

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  m a t e r i a l .  F o r m a t i o n  o f  

a r g i n y l - t R N A  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  a r g i n i n e  

c o n c e n t r a t i o n  f o r  b o t h  c o n t r o l  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  s y s t e m s , a t  l e a s t  u n t i l  a  c o n c e n t r a t i o n  of 0, 06 m M  

a r g i n i n e .  It  w o u l d  a l s o  a p p e a r  t h a t  b y  0. 1 m M  t h e  

a d d i t i o n  o f  f u r t h e r  a r g i n i n e  d o e s  n o t  l e a d  to f u r t h e r  

f o r m a t i o n  o f  a r g i n y l - t R N A ,  An a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  

o f  0, 2 m M  w a s ,  t h e r e f o r e ,  u s e d  i n  p r e p a r a t i v e  p r o c e d u r e s .  

A s  b e f o r e ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  m a x i m u m  a m o u n t  

o f  a r g i n y l - t R N A  f o r m e d  p e r  u n i t  o f  t R N A  i s  l o w e r  i f  t h e
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r g i n y l - tPvNA t r a n s f e r a s e  ( G r o u p  6. 1. 1 . ) :  E f f e c t  of S u b s t r a t e

C o n c e n t r a t i o n ,

N o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a n d  c e l l s  6. 5 h r s .  P .  I, w i t h

p j s e u d o r a .b i e s  v i r u s  a t  a  r h u l t i p l i c i t y  of  e x p o s u r e  of  20 P F U  p e r  

1 ,c e l l  w e r e  u s e d  a s  s o u r c e s  o f  t R N A  a n d  a m i n o  a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s ,  

100 |xg. s a m p l e s  of  t R N A  f r o m  e a c h  s o u r c e  w e r e  l o a d e d  w i t h  

[ ^ h ] a r g i n i n e  (2 p C / a s s a y )  a t  d i f f e r e n t  o v e r a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

a r g i n i n e  u s i n g  h o m o l o g o u s  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s .  A n  i n c u b a t i o n  

p e r i o d  of  17 m i n  s . a t  37°  in  a  s t a n d a r d  r e a c t i o n  m i x t u r e  

( p r o p o r t i o n a t e l y  s c a l e d  to 0, 3 m l .  ) w a s  c R o s e n .  T h e  r e a c t i o n  w a s  

t e i ' m i n a t e d  b y  th e  a d d i t i o n  o f  i c e - c o l d  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  to  5% 

a f t e r  w h i c h  t h e  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a c i d  i n s o l u b l e  

m a t e r i a l  w a s  e s t i m a t e d .  E n z y m i c  a c t i v i t y ,  e x p r e s s e d  a s  p p m o l e s  

a r g i n i n e  r e n d e r e d  a c i d  i n s o l u b l e  p e r  a s s a y  i n  17 m i n  s .  , w a s  p l o t t e d  

c ,g a in s t  th e  o v e r a l l  c o n c e n t r a t i o n  of a r g i n i n e  in  t h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e s .
*

T E n z y m i c  a c t i v i t y  o f  e x t r a c t s  f r o m  n o n - i n f e c t e d  c e l l s .  

E n z y m i c  a c t i v i t y  o f  e x t r a c t s  f r o m  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s ,  

(bo th  a s  u p m o l e s  a r g i n i n e  i n c o r p o r a t e d  p e r  100 pg .  R N A ) .
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t R N A  u s e d  a s  s u b s t r a t e  w a s  d e r i v e d  f r o m  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  I t  m a y  a l s o  b e  t e n t a t i v e l y  

c o n c l u d e d  t h a t  th e  a f f i n i t y  of t h e  i n f e c t e d  e n z y m e  

p r e p a r a t i o n  f o r  a r g i n i n e  i s  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  th e  c o n t r o l  

p r e p a r a t i o n  f r o m  n o n - i n f e c t e d  c e l l s ,  a l t h o u g h  th e  c u r v e s  

do n o t  s h o w  c l a s s i c a l  r e a c t i o n  k i n e t i c s .

D i f f e r e n t i a l l y  l a b e l l e d  a m i n o  a c y l - t R N A  s f r o m  

n o n - i n f e c t e d  a n d  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 I / 1 3  c e l l s  w e r e  

e x a m i n e d  d i r e c t l y  b y  M A R  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  

R e v e r s e  p h a s e  ( ty pe  II) c h r o m a t o g r a p h y  a n d ,  a s  a m i n o  a c y l -  

o l i g o n u c l e o t i d e  S jby D E A E  c e l l u l o s e  c h  r  o m a  to g r  a p h y .

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  e a c h  m e t h o d  a r e  d i s c u s s e d  

s e p a r a t e l y  b e lo w .

(b) C o m p a r i s o n  o f  A m i n o  a c y l - t R N A  P o p u l a t i o n s  of B H K Z I / 1 3  
C e l l s  a n d  P s e u d o r a b i c s  V i r u s  I n f e c t e d  B H K Z l / 1 3  C e l l s  
b y  D E A E  C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  t h e  P r o d u c t s  o f  
T ^ R N a s e  D i g e s t i o n .

If  a  v i r u s  i n d u c e s  t h e  s y n t h e s i s  o f  n e w  t R N A  s p e c i e s ,  

t h e n  i t  w o u l d  b e  r e a s o n a b l e  to  a s s u m e  t h a t  t h e  t R N A s  

p r o d u c e d  d i f f e r  in  t h e i r  l i n e a r  s e q u e n c e  o f  n u c l e o t i d e s  

f r o m  t h o s e  of t h e  s a m e  a m i n o  a c i d  r e c o g n i z i n g  c l a s s  

p r e s e n t  in  t h e  u n i n f e c t e d  c e l l s .  T h e  f i r s t  g u a n o  s i n e  r e s i d u e
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in  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  s t a r t i n g  f r o m ,  t h e  3' e n d  

m igh ty  t h e r e f o r  e, o c c u p y  a  d i f f e r e n t  p o s i t i o n  in  t h e  " v i r a l "  

s p e c i e s  of  t R N A  f r o m  t h a t  in  th e  h o s t  s p e c i e s .  If t h i s  

i s  i n d e e d  t h e  c a s e ,  t h e n  t e r m i n a l  o l i g o n u c l e o t i d e s  p r o d u c e d  

b y  e x t e n s i v e  R N a s e  d i g e s t i o n  ( w h ic h  h y d r o l y s e s  

e x c l u s i v e l y  a t  g u a n o  s i n e  p h o s p h a t e  b o n d s  (Sa to  & E g  a m i ,

1957))of  t R N A  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s  w i l l  d i f f e r  in  l e n g t h  

f r o m  t h o s e  in  i d e n t i c a l  d i g e s t s  of t R N A  f r o m  u n i n f e c t e d  

c e l l s .  T h e  e n z y m i c  a t t a c h m e n t  o f  a  r a d i o a c t i v e  a m i n o  

a c i d  to  t h e  e n d  of  a  t R N A  c h a i n  p r o v i d e s  a n  e f f e c t i v e  

m e t h o d  of  i d e n t i f y i n g  th e  t e r m i n a l  o l i g o n u c l e o t i d e  f r a g m e n t  

f r o m  t h e  o t h e r  o l i g o n u c l e o t i d e s  in  t h e  d i g e s t .  I n t r o d u c t i o n  

of  a  d o u b l e  l a b e l l i n g  t e c h n i q u e  (e. g. t h e  i n f e c t e d  c e l l  t R N A  

c a r r y i n g  a  [ ^ h ]  l a b e l l e d  a m i n o  a c i d  a n d  th e  c o n t r o l  c e l l  

t R N A  l a b e l l e d  a m i n o  a c i d )  a l s o  p e r m i t s  t h e

a s s i g n m e n t  o f  th e  t e r m i n a l  o l i g o n u c l e o t i d e s  p r o d u c e d  a s  

d e r i v a t i v e s  o f  e i t h e r  i n f e c t e d  c e l l  t R N A  o r  c o n t r o l  c e l l  tR N A ,  

A m i n o  a c y l - o l i g o n u c l e o t i d e s  c a n  b e  f r a c t i o n a t e d  a c c o r d i n g  to 

l e n g t h  b y  D E A E  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  a t  p H  5, 5 

( H e r b e r t ,  S m i t h  & W i l s o n ,  1964) s i n c e  a t  t h i s  p H  th e  n e t  

c h a r g e  o n  a n y  o l i g o n u c l e o t i d e  w i l l  b e  d e t e r m i n e d  m a i n l y  by
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t h e  n u m b e r  o f  p h o s p h a t e  r e s i d u e s  w h i c h  i t  c o n t a i n s .

E v e n  i f  t h e  f i r s t  g u a n o  s i n e  o c c u r s  in  t h e  v i r a l  s p e c i e s  

o f  t R N A  in  t h e  s a m e  p o s i t i o n  a s  Üie h o s t  tR N A ^ a  r e l a t i v e  

i n c r e a s e  in  t h e  p e a k  to  w h i c h  v i r a l  t R N A  c o n t r i b u t e s  

m i g h t  be  o b s e r v e d  in  c a s e s  w h e r e  a m i n o a c y l - o l i g o n u c l e o t i d e s  

o f  m o r e  t h a n  o n e  l e n g t h  r e s u l t  f r o m  R N a s e  d i g e s t i o n  

o f  th e  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  h o s t  tR N A .  To e n s u r e  

th e  v a l i d i t y  o f  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h i s  t e c h n i q u e  i t  

i s  n e c e s s a r y  to e s t a b l i s h  (a) i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  w h i c h  

p e r m i t  c o m p l e t e  R N a s e  T^ d i g e s t i o n  of  t h e  a m i n o  a c y l - t R N A  

p r e p a r a t i o n s  w i t h o u t  e x c e s s i v e  l o s s  of  t h e  a m i n o  a c i d  

m o e i t y  a n d  (b) c h r o m a t o g r a p h y  c o n d i t i o n s  w h i c h  p e r m i t  

e f f e c t i v e  s e p a r a t i o n  o f  o l i g o n u c l e o t i d e s .  H e r b e r t ,  S m i t h  

& W i l s o n  (1964)  a n d  I s h i d a  & M i u r a  (1965)  h a v e  r e p o r t e d  

t h a t  a t  p H  5. 5 R N a s e  T^ i s  a c t i v e  a n d  r e t a i n s  i t s  

s p e c i f i c i t y  f o r  g u a n o  s i n e  p h o s p h a t e  b o n d s .  M o s t  a m i n o  a c y l  

b o n d s  a r e  a l s o  s t a b l e  a t  t h i s  pH ,  t h e  d e g r e e  o f  s t a b i l i t y  

d e p e n d i n g  o n  t h e  a m i n o a c y l - t R N A  i n  q u e s t i o n .  E x p e r i m e n t s  

w e r e ,  t h e r e f o r e ,  p e r f o r m e d  i n  t h i s  s y s t e m  to d e t e r m i n e  

t h e  c o n d i t i o n s  r e q u i r e d  to  a c h i e v e  m a x i m u m  h y d r o l y s i s  

o f  t h e  R N A  a n d  th e  s t a b i l i t y ^ u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s , o f  th e



165.

a m i n o a c y l - t R N A s  to  b e  u s e d .  C h r o m a t o g r a p h y  

t e c h n i q u e s  w e r e  a l s o  c h e c k e d  f o r  e f f i c i e n c y ,

(i) A c t i o n  of  R N a s e  e n z y m e  on  t R N A  a t  p H  5, 5

R e f e r e n c e  to F i g .  2 5 s h o w s  t h a t  t h e  h y d r o l y s i s  

of  t R N A  b y  R N a s e  w a s  c o m p l e t e d  a t  p H  5. 5 a t  

37°  a f t e r  i n c u b a t i o n  ( fo r  60 m i n u t e s )  w i t h  20 u n i t s  

of  e n z y m e  p e r  7 5 pg ,  of  t R N A  ( t h i s  w a s  d e t e r m i n e d  

b y  m e a s u r e m e n t  of a c i d - s o l u b l e  m a t e r i a l  r e l e a s e d )  

( T a k a h a s h i ,  1961) ,  A d d i t i o n  of  t h e  f u r t h e r  20 u n i t s  

o f  e n z y m e  a f t e r  90 m i n u t e s  d i g e s t i o n  d id  n o t  r e s u l t  

in  t h e  r e l e a s e  of  a c i d  - s o l u b l e  m a t e r i a l  t h u s  

i n d i c a t i n g  c o m p l e t e  h y d r o l y s i s  of a l l  R N A  p r e s e n t .  

R e l e a s e  of  a c i d  -  s o l u b l e  m a t e r i a l  d id ,  h o w e v e r ,  

f o l l o w  t h e  a d d i t i o n  of  a  f u r t h e r  25 pg .  of  R N A  a t  

t h i s  t i m e .  T h e r e  m u s t ,  t h e r e f o r e ,  s t i l l  b e  a c t i v e  

e n z y m e  in  t h e  d i g e s t i o n  m i x t u r e .  I t ,  t h e r e f o r e ,  

a p p e a r e d  r e a s o n a b l e  to  u s e  a  d i g e s t i o n  p e r i o d  of 

60 m i n u t e s  a t  37°  w i t h  500 u n i t s  of  R N a s e  T^ p e r  500 

o r  1000 pg .  of  R N A .  H o w e v e r ^ i n  v i e w  of r e p o r t s  of 

v a r i a n c e  in  s u s c e p t i b i l i t y  o f  c e r t a i n  b o n d s  to R N a s e



F i g u r e  25.

Tljie R e l e a s e  o f  Acid. S o l u b l e  M a t e r i a l  f r o m  t R N A  b y  T ^R N a s e

Dj g e s t i o n .

F o r  e a c h  d e t e r m i n a t i o n ,  75 pg .  o f  t R N A  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  

20j u n i t s  of  T 2R N a s e  a t  37°  in  0. 5 m l .  o f  s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r ,  • 

p H  5. 5, 2 m M - E D T A ,  A t  s e l e c t e d  t i m e s ,  t h e  r e a c t i o n s  w e r e  

t e r m i n a t e d  b y  th e  a d d i t i o n  of  i c e - c o l d  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  to  a  

firiaT c o n c e h t r â t i o i i ’ô i  5%. A ciH ' inso l t lb le '^m L 'a tg r tab  wa"S""r c m o v e d  

b y  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  t h e  e x t i n c t i o n  a t  260 m p  of  t h e  s u p e r n a t a n t  

f l u i d s ,  d i l u t e d  to  1 m l .  , m o n i t o r e d .  E n z y m e  a c t i v i t y ,  m e a s u r e d  

a s  a c i d  s o l u b l e  m a t e r i a l  r e l e a s e d  f r o m  t R N A  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  

i n c u b a t i o n  t i m e .  A t  t h e  t im e ,  i n d i c a t e d  ( |  ) a  f u r t h e r  25  pg ,  of
I .

t R N A  w a s  a d d e d  to  3 t u b e s  a n d  t h e  i n c u b a t i o n s  c o n t i n u e d  f o r  t h e  

t i m e s  s h o w n .  -

A c i d  s o l u b l e  p r o d u c t s  f r o m  75 pg .  of  t R N A ,

A c i d  s o l u b l e  p r o d u c t s  f r o m  7 5 pg .  of  t R N A  + 2 5  pg, 
of  tR N A .
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d i g e s t i o n  ( M a d i s o n ,  E v e r e t t  & K u n g ,  1966b;

H e r b e r t  & S m i t h ,  1967% b e f o r e  a d o p t i o n  of  t h e s e  

c o n d i t i o n s  f o r  r o u t i n e  e x p e r i m e n t s  i t  w a s  n e c e s s a r y  

to  e n s u r e  t h a t  t h e  g u a n o  s i n e  p h o s p h a t e  b o n d  n e a r e s t  

to  t h e  3' O H  c h a i n  t e r m i n u s  w a s  n o t  r e s i s t a n t  to 

h y d r o l y s i s  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  I d e n t i c a l  

p r e p a r a t i o n s  of  a r g i n y l - t R N A  f r o m  n o n - i n f e c t e d  

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  R N a s e  u s i n g  

t h e  p r o c e d u r e  o u t l i n e d  in  t h e  m e t h o d s  s e c t i o n  f o r  

5 m i n u t e s ,  30 m i n u t e s ,  60 m i n u t e s ,  2 h o u r s  a n d  4 

h o u r s  p r i o r  to  c h r o m a t o g r a p h y  o n  D E A E  c e l l u l o se .

A l l  t h e  p r o f i l e s  o b t a i n e d  a r e  s h o w n  in  F i g .  26.

A n a l y s i s  o f  t h e s e  c h r o m a t o g r a p h i c  p a t t e r n s ,  n e g l e c t i n g  

t h a t  f o r  2 h o u r  d i g e s t i o n ,  s h o w s  t h a t  t h e  n u m b e r  a n d  

r e l a t i v e  p r o p o r t i o n  of a r g i n y l - o l i g o n u c l e o t i d e  s p e c i e s  

do n o t  v a r y  s u b s t a n t i a l l y  w i t h  R N a s e  d i g e s t i o n  t i m e  

and. t h a t  o n l y  a f t e r  a  5 m i n u t e  d i g e s t i o n  p e r i o d  is  

t h e r e  a n y  e v i d e n c e  of  u n d i g e s t e d  t R N A  m o l e c u l e s

( a s  c o u n t s  e l u t i n g  a t  1 M - a m m o n i u m  f o r m a t e ) .  T h e  

% of  t h e  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  i n i t i a l l y  a p p l i e d  to th e  

c o l u m n  w h i c h  e l u t e d  a s  a r g i n y l - o l i g o n u c l e o t i d e s  w a s .



T h e  R e l e a s e  of  5'  T e r m i n a l  O l i g o n u c l e o t i d e s  A r g i n y l -

I t R N A  b y  T  ̂  R N a s e  D i g e s t i o n .

500 fxg. o f  a r g i n y l - t R N A  c o n ta in i n g ,  2 x  10^ c t s .  / m i n .  / m g .

w a s  i n c u b a t e d  w i t h  500 u n i t s  of  T j R N a s e  a t  37°  in  s o d i u m  a c e t a t e  

bu jf fer ,  p H  5. 5, 2 m M  w i t h  r e s p e c t  to E D T A  f o r  a) 5 m i n s .  b) 30 m i n s  

c) 11 h r .  d) 2 h r s .  a n d  e) 4  h r s .  T h e  r e a c t i o n s  w e r e  t e r m i n a t e d  b y

th e  a d d i t i o n  of 90% p h e n o l ,  0. 1% 8 h y d r o x y - q u i n o l i n e .  A f t e r  

d e p r o t e i n i s a t i o n ,  t h e  a r g i n y l - o l i g o n u c l e o t i d e s  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  

4 °  on  a 1 X 5 c m ,  c o l u m n  o f  D E A E  c e l l u l o s e .  A  l i n e a r  g r a d i e n t  

a m m o n i u m  f o r m a t e ,  p H  5. 5, ( f r o m  0. 0 1 M - 0 . 4 M )  w a s  u s e d  f o r  

e lu t i o n  a n d  3 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  

m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  at 260  m p ,  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t o t a l  

r a d i o a c t i v i t y .  S u b s e q u e n t  b a t c h  e l u t i o n  w i t h  I M  a m m o n i u m  f o r m a t e ,

a t

of

p H 5. 5, w a s  aiso c a r r i e d  o u t .

 ^ 2 6 0

------------------- j c t s .  / m i n .  / 2  m l .  o f  f r a c t i o n ,

 ----- —  a m m o n i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n .
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h o w e v e r ,  d e c r e a s e d  f r o m  85% a f t e r  1 h o u r  i n c u b a t i o n  

to  65% a f t e r  4 h o u r s  i n c u b a t i o n .  I t  w a s ,  t h e r e f o r e ,  

d e e m e d  a d v i s a b l e  to  u s e  a  o n e  h o u r  i n c u b a t i o n  p e r i o d ,  

a t  w h i c h  t i m e  t h e  b a l a n c e  b e t w e e n  e x t e n t  of T̂ j R N a s e  

d i g e s t i o n  a n d  l o s s  of  a m i n o  a c i d  c o u n t s  w a s  m o s t  

f a v o u r a b l e .

(ii) S t a b i l i t y  of  A m i n o a c y l - t R N A

T h e  r e s u l t s  s h o w n  in T a b l e  8 i n d i c a t e  t h a t  

a r g i n y l ,  s e r y l ,  p r o l y l  a n d  a l a n y l - t R N A s  d e r i v e d  

f r o m  e i t h e r  u n i n f e c t e d  o r  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a r e  r e l a t i v e l y  s t a b l e  to  i n c u b a t i o n  f o r  

1 h o u r , a t  37  ̂ i n  100 m M  - s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r  p H

5. 5, 2 m M  w i t h  r e s p e c t  to  E D T A .  T h e  s t a b i l i t y  of 

t h e  d i f f e r e n t  a m i n o a c y l - t R N A s  s e e m e d  r e l a t i v e l y  

c o n s t a n t  f o r  t h i s  p e r i o d ,  a p p r o x i m a t e l y  5% o f  th e  

c o u n t s  b e i n g  l o s t  on a v e r a g e .

( i i i )  R e s o l u t i o n  b y  D E A E  C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y

T h e  U. V. e x t i n c t i o n  p r o f i l e  o b t a i n e d  a f t e r  D E A E  

c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  of a  m i x t u r e  of A T P  a n d  

A M P  w i t h  a  l i n e a r  e l u t i o n  g r a d i e n t  of  a m m o n i u m  f o r m a t e  

p H  5. 5, c o n s i s t s  o f  2 p e a k s  - a s  s h o w n  in  F i g .  27.



C o m p a i ù s o n  of  th e  S t a b i l i t y  o f  C e r t a i n  A m i n o a c y l - t R N A  S p e c i e s  

A m i n o a c y l - t R N A  s p e c i e s ,  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  in  v i t r o  

in  t h e  a m i n o a c y l  m o i e t i e s  w e r e  e i t h e r  i n c u b a t e d  f o r  1 h r .  a t  

37°  in  100 m M - s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r  2 m M  - E D T A  ( t r e a t e d )  o r  

m a i n t a i n e d  a t  4 ° f o r  1 h r .  in  i d e n t i c a l  b u f f e r  ( u n t r e a t e d ) .  

E s t i r h ' a t e s  o f  t h e  l a b e l l e d  a m i n o  a c i d  a t t a c h e d  t o " tR N A  w e r e  m a d  

b y  t h e  s t a n d a r d  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  p r e c i p i t a t i o n  m e t h o d .  T h e  

s t a b i l i t y  of  s e v e r a l  a m i n o a c y l - t R N A s  f r o m  b o t h  n o n - i n f e c t e d  anc 

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d ,  6. 5 h r s .  , B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  v / e r e  

e x a m i n e d .



T a b l e  8.

A m i n o a c y l  t R N A R N A  S o u r c e c t s ,  / m i n ,  
( U n t r e a t e d )

/  s a m p l e  
( T r e a t e d )

A l a n y l - t R N A N o n -  i n f e c t e d  
B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s

1704 1415

A l a n y l -  t R N A V i r a l  i n f e c t e d  
B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s

2525 2 2 30

S e r y l - t R N A ■ N o n - i n f e c t e d  
B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s

4 5 0 0 4 0 1 0

S e r y l - t R N A V i r a l  I n f e c t e d  
B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s

4 8 9 0 4 8 0 0

L y s y l - t R N A N o n -  i n f e c t e d  
B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s

320 250

L y s y l - t R N A V i r a l  I n f e c t e d  
B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s

990 900

A r g i n y l - t R N A N o n - i n f e c t e d
B H K 2 1 / 1 3

c e l l s

330 355

A r g i n y l  - t R N A V i r a l  I n f e c t e d  
B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s

3000 2500



F i g u r e  2 7 .

lu t  i o n  P a t t e r n  O b t a i n e d  by  D E A E  C e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  a

M i x t u r e  of A.T P  a n d  A M P .

500 |xg, o f  A T P  m i x e d  w i t h  4 0 0  [xg. o f  A M P  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  

o î |  a  1 X 5 c m .  c o l u m n  o f  D E A E  c e l l u l o s e  a t  4 °  u s i n g  a  l i n e a r  . , 

a r n m o n i u m  f o r m a t e  g r a d i e n t  a t  p H  5. 5. D e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  

e } : t in c t io n  a t  260 m p  a n d  of  th e  a m m o n i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  

w e r 6 ' m a d e  o n " th e  3 u n i .  f ru c t io n s*  co l l - ec ted .  - - ........  - -

^260

A m m o n i u m ,  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y )



Figure  27.

s
C\J

r> » ̂

ho 5C10 ?cc
F r a c t i o n  l o .  ( 3  ruL )

\



168.

T h e s e  p e a k s  a r e  w e l l  s e p a r a t e d  a n d  e l u t e  a t  ] 5 rn M  

a n d  100 m M - a m m o n i u m  f o r m a t e ,  t h e  f o r m e r  b e in g  

a t t r i b u t a b l e  to  A M P  a n d  th e  l a t t e r  to A T P ,  It ,  

t h e r e f o r e ,  a p p e a r s  t h a t  m o l e c u l e s  b e a r i n g  a  n e t  

n e g a t i v e  c h a r g e  of  3 u n i t s  e l u t e  a t  100 m M - a m m o n i u m  

f o r m a t e ,

(iv) D u a l  L a b e l l e d  E x p e r i m e n t s

T j  R N a s e  d i g e s t i o n  of  d o u b l y  l a b e l l e d  t R N A  

p r e p a r a t i o n s  of  a r g i n y l - ,  s e r y l - , l y s y l -  a n d  a l a n y l - t R N A  

f o l l o w e d  b y  D E A E  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  of  th e  

p r o d u c t s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  u n d e r  th e  c o n d i t i o n s  

a l r e a d y  o u t l i n e d .  It  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  r e c e n t  

e v i d e n c e  o b t a i n e d  by  B e l l  ( B e l l ,  1969) s u g g e s t s  t h a t  t h e  

e l u t i o n  o f  a m i n o a c y l - o l i g o n u c l e o t i d e s  f r o m  D E A E  

c e l l u l o s e  i s  s i g n i f i c a n t l y  d e l a y e d  a t  p H  5. 5 (cf .  p H  7. 0). 

A t  p r e s e n t ,  i t  i s  d i f f i c u l t  to  r e c o n c i l e  t h e s e  

o b s e r v a t i o n s  w i th  t h e  d a t a  to b e  r e p o r t e d ,

A r g i n y l  - tR N A

F i g .  28 s h o w s  a n  e l u t i o n  p a t t e r n  o b t a i n e d  a f t e r  

D E A E  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  of  t h e  c o m p o n e n t s  o f  a  

T^ R N a s e  d i g e s t  o f  a  m i x e d  R N A  p r e p a r a t i o n  f r o m



F i g u r e  28,

C o m p a r i s o n  of  A r g i n y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s

V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 I / 1 3  C e l l s  by  C o - c h r o m a t o g r a p h y  of

T j R N a s e  D i g e s t i o n  P r o d u c t s  o n  D F A F  C e l l u l o s e .

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6. 5 h r s .  a f t e r  i n f e c t i o n  a t  a

n ' l u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  of  20 P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s

jT 3  1v i r u s .  T h e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  c h a r g e d  'w i th  [ H j a . r g i n i n e  

( n o n - i n f e c t e d )  a n d  f^'^C j  a r g i n i n e  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  

d e p r o t e i n i s a t i o n ,  t h e  i s o l a t e d  a m i n o a c y l - t R N A s  w e r e  m i x e d  a n d  

th e  T 2R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o f  260 pg ,  o f  t h e  m i x t u r e  d e p r o t e i n -  

i s c d  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d  a t  4® o n  a  1 x  5 c m .  c o l u m n  o f  D E A E  

c e l l u l o s e .  A  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  a m m o n i u m  f o r m a t e  b u f f e r ,  p H  5. 5 

w3.S u s e d  f o r  e l u t i o n  and  3 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  E a c h  

f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260  m p ,  f o r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  

a n d  f o r  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .

^260  '  

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  /  2 m l .  o f  f r a c t i o n .

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  /  2 m l .  o f  f r a c t i o n .

A m m o n i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) .



Kii-ure 2b.

Q
Q

Q.

C3-4

l .C

30 ';0
F r a c t io n

3Oj

2.C



169.

u n i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3

c e l l s  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  m a i n t a i n e d  in  h i g h

s e r u m  m e d i u m .  R N A  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  l a b e l l e d

v / i th  [ ^ h ] a r g i n l n e ( n o n - i n f e c t e d ) a n d  [ ^ ^ c ]  a r g i n i n e

( i n f e c t e d ) .  T h e  f r a c t i o n s  w e r e  e l u t e d  w i t h  a  l i n e a r

(O. O l M - 0 ,  5M) g r a d i e n t  a m m o n i u m  f o r m a t e  p H  5. 5.

In  a d d i t i o n  to U. V. a b s o r b i n g  p e a k s ,  t h e r e  a r e  two

d i s t i n c t  p e a k s  of  r a d i o a c t i v i t y .  T h e s e  c o n t a i n  b o th

[ ^ ^ c ]  a n d  [ h ] t r a c e r  a n d  e l u t e  a t  120 m M  ( C o m p .  l)

a n d  180 m M  ( C o m p .  II) a m m o n i u m  f o r m a t e .  T h e r e

f l 4  )
i s  no e v i d e n c e  o f  a n y  [ C j  l a b e l l e d  m a t e r i a l  e l u t i n g  

b y  i t s e l f  a n d  so  t h e r e  w o u ld  n o t  a p p e a r  to  be  p r e s e n t  

in  t h e  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n  a n y  a r g i n y l - t R N A  s p e c i e s  

t h e  t e r m i n a l  b a s e  s e q u e n c e  o f  w h i c h  d i f f e r s  f r o m  t h a t  

o f  t h o s e  p r e s e n t  in  t h e  c o n t r o l  c e l l s .  T h e  r a t i o  of 

t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  ( C o m p .  I / I l )  i n  t h e  p e a k s  c e n t r e d  

a t  120 m M  a n d  180 m M  - a m m o n i u m  f o r m a t e  i s  3. 5 /1  

i n  th e  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n  a n d  3 . 0 / 1  in  th e  c o n t r o l .  

T h e s e  v a l u e s  s e e m  to b e  i d e n t i c a l  w i t h i n  t h e  l i m i t s  

o f  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  T h e r e f o r e ,  u n d e r  th e  

c o n d i t i o n s  u s e d _ , th e r e  i s  no d i f f e r e n c e  d e t e c t a b l e  by  

t h i s  m e t h o d  b e t w e e n  the  p o p u l a t i o n s  o f  a r g i n y l - t R N A
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in  u n i n f e c t e d  a n d  6 h o u r s  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s .  T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  p a t t e r n  

o b t a i n e d  w h e n  th e  r a d i o a c t i v e  l a b e l s  w e r e  r e v e r s e d  

s h o w e d  no b a s i c  d i f f e r e n c e  f r o m  t h a t  i l l u s t r a t e d  in  

F i g .  28.

I l l u s t r a t e d  in  F i g .  29 i s  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  

p ro f i l e ^  o b t a i n e d  b y  a n  i d e n t i c a l  p r o c e d u r e  to  t h a t  

o u t l i n e d  a b o v e , u s i n g  a s  s t a r t i n g  m a t e r i a l  s R N A  

i s o l a t e d  f r o m  c e l l s  ( u n i n f e c t e d  o r  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d )  in  w h i c h  n r e t a b o l i s m  h a d  b e e n  d e p r e s s e d  by 

d e p r i v a t i o n  of  s e r u m .  O n c e  a g a i n , t h e  n o n - i n f e c t e d  

[ ^ h ] p a t t e r n  a n d  th e  v i r u s  i n f e c t e d  [ p a t t e r n  a r e

s u p e r  i m p o s a b l e  a n d  h a v e  two d i s t i n c t  p e a k s  e lu t i n g  a t  

12 5 m M  a n d  175 m M - a m m o n i u m  f o r m a t e .  T h e  r a t i o  

o f  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  ( C o m p .  I / I I  i n  t h e  p e a k s  c e n t r e d  

a t  t h e s e  m o l a r i t i e s  i s  u n c h a n g e d  b y  p s e u d o  r a b i e s  

v i r u s  in f  e c t i o n , b e i n g  3 . 4 / 1  f o r  th e  non - i n f e c t e d  

p r e p a r a t i o n  a n d  3. 3 4 /1  f o r  t h e  i n f e c t e d  . S i m i l a r  

v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  in  th e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  a n d  so 

i t  w o u l d  s e e m  t h a t  t h e  p o p u k i t i o n s  o f  a r g i n y l - t R N A  in  

d i v i d i n g  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  m e t a b o l i c  a l l y  i n a c t i v e  c e l l s
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C c j m p a r i s o n  of  A r g i n y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s

j v i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  C e l l s  b y  C o - c h r o m a t o g r a p h y  of

T j R N a s e  D i g e s t i o n  P r o d u c t s  on  D E A E  C e l l u l o s e .

5R N A  w a s ' e x t r a c t e d  f r o m  low  s e r u m  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  
I

ceit.ls a n d  f r o m  c e l l s  6. 5 h r s ,  P .  I. a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  o f  

20 P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  T h e  p r e p a r a t i o n s  w e r e

s e p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h  [ a r g i n i n e  ( n o n - i n f e c t e d )  a n d  [ ^ ^ c j  a r g i n i n e
!

( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  d e p r o t e i n i s a t i o n .  th e  i s o l a t e d  a m i n o a c y l - t R N A s  

w e r e  m i x e d  a n d  t h e  T ^ R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o f  7 50 \j,g. o f  t h e  

m i x t u r e  d e p r o t e i n i s e d  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d  a t  4 °  o n  a  1 x  5 c m .

cojLumn of  D F A F  c e l l u l o s e .  A  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  a m m o n i u m  f o r m a t e
j

b u f f e r ,  p H  5. 5, w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n  a n d  3 m l .  f r a c t i o n s  w e r e
j

c o j l l e c te d ,  F a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 m p ,  

fo3’ s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  f o r  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  

iscj>tope.

*  ^ 2 6 0

“—-----  " d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / 2  m l .  of  f r a c t i o n ,

—--------- [ i ' ^ c )  d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / 2 m l .  o f  f r a c t i o n .

---------   A m m o n i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) .
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a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  a r e  i d e n t i c a l .

A  s i m i l a r  e x p e r i m e n t  w i t h  r e v e r s e d  l a b e l s  a g a i n  

g a v e  i d e n t i c a l  s u p e r i m p o s a b l e  p a t t e r n s  f o r  n o i i " i n f e c t e d  

a n d  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n s .  T h e  r a t i o  of C o m p .  I / I I  

i n  t h i s  c a s e  w a s  2. 5 /1  f o r  b o t h  p o p u l a t i o n s .

L y s y l "  t R N A

T h e  p a t t e r n  o b t a i n e d  b y  l i n e a r  g r a d i e n t  e l u t i o n  

(w i th  a m m o n i u m  f o r m a t e )  f r o m  D E A E  c e l l u l o s e  o f  th e  

c o m p o n e n t s  of  a T^ R N a s e  d i g e s t  o f  a  m i x e d l y  l a b e l l e d  

R N A  p r e p a r a t i o n  f r o m  u n i n f e c t e d ^ [  ^ h ] l a b e l^ a n d  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  in fec te d ^ [  l a b e l^ B H K 2  1 / 1 3

c e l l s  i s  s h o w n  i n  F i g .  30. 2 p e a k s  of r a d i o a c t i v i t y ,

1 m a j o r  a n d  1 m i n o r ,  c o n t a i n i n g  b o t h  [ ] a n d  [ ^ h ]

c o u n t s  e l u t e  a t  80 m M  a n d  160 m M - a m m o n i u m  f o r m a t e .  

T h e r e  i s  no s u g g e s t i o n  of a n y  p e a k  c o n t a i n i n g  o n l y  a  

s i n g l e  i s o t o p e .  T h e  r a t i o  of  t h e  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  

in  t h e  p e a k  c e n t r e d  a t  80 m M  to t h a t  in  t h e  p e a k  c e n t r e d  

a t  160 m M  is  3. 2 / 1  in  t h e  c a s e  of  t h e  c o n t r o l  a n d  2, 9 / 1  

i n  t h e  c a s e  of  t h e  i n f e c t e d .  T h a t  i s  to  s a y ^ th e  v a l u e s  

a r e  i d e n t i c a l  w i t h i n  th e  l i m i t s  o f  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  

T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  n e i t h e r  a r e  th e  p r o p o r t i o n s



F i g u r e  3 0 .

i
!

C o m p a r i s o n  of  L y s y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s

V i r u s  I n f e c t e d  B H K Z l / 1 3  C e l l s  b y  C o - c h r o m a t o g r a p h y  of

T j R N a s e  D i g e s t i o n  P r o d u c t s  o n  D F A E  C e l l u l o s e .

[ s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n  - i n f e c t e d  

B ! | lK 2 1 /1 3  c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6. 5 h r  s .  P .  L a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  

e x p o s u r e  of  20 P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  T h e  

p r e p a r a t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h  [ l y s i n e  ( n o n - i n f e c t e d )  

aP|d l y s i n e  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  d e p r o t e i n i s a t i o n ,  t h e

i s j^ l a te d  a m i n o a c y l - t R N A s  w e r e  m i x e d  a n d  t h e  T j  R N a s e  d i g e s t i o n  

p r o d u c t s  o f  1 m g .  of  t h e  m i x t u r e  d e p r o t e i n i s e d  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d
I

a t  4 “ o n  a  1 x  5 c m .  c o l u m n  o f  D E A E  c e l l u l o s e .  A  l i n e a r  g r a d i e n t  

o f ' a m m o n i u m  f o r m a t e  b u f f e r ,  p H  5. 5 w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n  a n d  

3 All.  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  

e x t i n c t i o n  a t  260 m p ,  f o r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  f o r  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  

a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .

^ 2 6 0

[ d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / 2  m l .  o f  f r a c t i o n .

[ d i s i n t e g r a t i o n ' s / m i n .  / 2  m l .  o f  f r a c t i o n .

A m m o n i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) ,
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o f  th e  l y s y l - t R N A  s p e c i e s  in  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a l t e r e d  

n o r  a r e  a n y  n e w  s p e c i e s  p r o d u c e d  a f t e r  p s e u d o r a b i e s  

i n f e c t i o n .  -

S e r y l - t R N A

T h e  p r o f i l e  o b t a i n e d  b y  D E A E  c e l l u l o s e

c h r o m a t o g r a p h y  of  th e  p r o d u c t s  o f  a  R N a s e  d i g e s t

o f  a  m i x e d l y  l a b e l l e d  R N A  p r e p a r a t i o n  ' f r o m  u n in fe c te d ^

[ ^"^cj^and p s e u d o r a b i e  s v i r u s  i n f e c t e d / ^ h ]^BHK2 1 /  1 3

r 3 'I
c e l l s ,  i l l u s t r a t e d  in  F i g .  31 s h o w s  a  s i n g l e  p e a k  of Hj 

a n d  r a d i o a c t i v i t y  e l u t i n g  a t  60 m M  - a m m o n i u m

f o r m a t e .  T h e  [ ^ ^ c j  a n d  [ ^ h ]  p a t t e r n s  a r e  n o t  e x a c t l y  

s u p e r i m p o s a b l e  s i n c e  t h e r e  i s  a  s l i g h t  t r a i l i n g  e d g e  on  

t h e  c o n t r o l  p r e p a r a t i o n .  T h i s  p r o b a b l y  i s  n o t  s i g n i f i c a n t .  

M o r e  i m p o r t a n t ,  h o w e v e r ,  i s  t h e  f a c t  t h a t  h e r e  a l s o  

t h e r e  i s  no e v i d e n c e  f o r  a n y  p e a k  of  r a d i o a c t i v i t y  

c o n t a i n i n g  o n e  i s o t o p e  o n ly .  T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  th e  

s i n g l e  p o i n t  p e a k  of  b o t h [ ^ î - î )  a n d  [ ^ ^ c j  r a d i o a c t i v i t y  in  

f r a c t i o n  2 i s  n o t  u n d e r s t o o d ^ a l t h o u g h  s i m i l a r  s i n g l e  

p o i n t  f r a c t i o n s  a r e  o c c a s i o n a l l y  o b s e r v e d .  I d e n t i c a l  

p a t t e r n s  a r e  o b t a i n e d  w h e n  t h e  c o n t r o l  t R N A  i s  l a b e l l e d  

w i t h  [ s e r i n e  a n d  t h e  v i r u s  i n f e c t e d  t R N A  c a r r i e s
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C o m p a r i s o n  of S e r y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s

V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  C e l l s  b y  C o - c h r o m a t o g r a p h y  of  

T ^ R N a s e  D i g e s t i o n  P r o d u c t s  o n  D E A E  C e l l u l o s e .

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d  

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6. 5 h r  s.  P .  I. a t  a  m u l t i p l i c i t y  

6 f  e x p o s u r e  of  20 P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s .  T h e  

j j r e p a r a t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h  ^ j  s e r i n e  

( n o n - i n f e c t e d )  a n d  [ h ] s e r i n e  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  

c ^ e p r o t e i n i s a t i o n ,  t h e  i s o l a t e d  a m i n o a c y l - t R N A s  w e r e  m i x e d  

ajnd th e  T ^ R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  o f  a  t o t a l  o f  1 m g ,  o f  t h e  

r j i i x t u r e  d e p r o t e i n i s e d  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d  a t  4 °  o n  a  

l| X 5 c m .  c o l u m n  o f  D E A E  c e l l u l o s e .  A  l i n e a r  g r a d i e n t  of  

a j m m o n i u m  f o r m a t e  b u f f e r ,  p H  5. 5 w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n  a n d  3 m l ,

f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r1
I

e x t i n c t i o n  a t  260 m p ,  f o r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  f o r  t o t a l  

r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .

 ^ 2 6 0

[ ^ h ] d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / 2  m l ,  o f  f r a c t i o n  

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / 2  m l .  o f  f r a c t i o n  

A m m o n i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) ,
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l a b e l l e d  s e r i n e .

T h e r e f o r e ,  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d ^ n o  s p e c i e s  

o f  s e r y l - t R N A ,  t h e  t e r m i n a l  b a s e  s e q u e n c e  of w h i c h  

d i f f e r s  f r o m  t h a t  n o r m a l l y  p r e s e n t  in  t h e  h o s t  c e l l s ,  

i s  d e t e c t e d .

A l a n y l - t R N A

E x a m i n a t i o n  of  th e  c h r o m a t o g r a p h i c  p a t t e r n s  of 

o l i g o n u c l e o t i d e s  p r o d u c e d  b y  T^ R N a s e  d i g e s t i o n  of 

m i x e d l y  l a b e l l e d  p r e p a r a t i o n s  o f  t R N A  f r o m  u n i n f e c t e d ^  

[ ^ ^ c j ^ a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n fe c te d ^ ^ ^ Id j^ c e l l s  - F i g ,  32 - 

s h o w s  t h a t  t h e  a n d  p a t t e r n s  a r e  c o m p l e t e l y

s u p e r  i m p o s a b l e ^  T h e  2 m a i n  c o m p o n e n t s  w h i c h  e l u t e  

a t  130 m M  a n d  4 30 m M - a m m o n i u m  f o r m a t e  a r e  p r e s e n t  

in  th e  s a m e  p r o p o r t i o n  in  c o n t r o l  a n d  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n s .  H o w e v e r ,  i t  i s  q u e s t i o n a b l e  

w h e t h e r  t h e s e  c o m p o n e n t s  r e p r e s e n t  a m i n o a c y l -  

o l i g o n u c l e o t i d e s  p r o d u c e d  f r o m  2 d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  

a l a n y l - t R N A .  C o m p .  I w h i c h  e l u t e s  a t  130 m M - a m m o n i u m  

f o r m a t e  i s  p r o b a b l y  th e  t e r m i n a l  o l i g o n u c l e o t i d e  

f r o m  o n e  s p e c i e s .  H o w e v e r ,  t h e  c o m p o n e n t  e l u t i n g
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C o m p a r i s o n  of  A l a n y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s  

V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  C e l l s  by  C o - c h r o m a t o g r a p h y  o f

T j R N a s e  D i g e s t i o n  P r o d u c t s  o n  D E A F  C e l l u l o s e .

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d  

B]j-IK2 1 /1  3 c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6, 5 h r s ,  P .  I. a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  

e% |posure  o f  20 P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  T h e  

p r e p a r a t i o n s  V^efe sepaT ra te ly  c h a r g e d  w i t h [ ^ " ^ c j  a l a n i n e * ( n o n - i n f e c t e d )  

a n d  [ a l a n i n e  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  d e p r o t e i n i s a t i o n ,  th e  i s o l a t e d  

a.r| iino a c y l - t R N A s  w e r e  m i x e d  a n d  t h e  T ^ R N a s e  d i g e s t i o n  p r o d u c t s  

o f  I 500 [xg. of  t h e  m i x t u r e  d e p r o t e i n i s e d  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d  a t  4 ^
i

on| a  1 x 5  c m ,  c o l u m n  o f  D E A E  c e l l u l o s e .  A l i n e a r  g r a d i e n t  of

I

a n j i m o n iu m  f o r m a t e  b u f f e r ,  p H  5. 5 w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n  a n d  3 m l .  

f r | . c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n

a t 260 m p ,  f o r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  f o r  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d

wif:h e a c h  i s o t o p e .

^ 2 6 0

[ ^ b l j  d i s i n t e g r a t i o n s / m i n ,  / 2  m l .  of  f r a c t i o n .

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / 2  m l .  of  f r a c t i o n .

A m m o n i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) .
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a t  4 3 0  m M  m i g h t  p o s s i b l y  be  a n  a r t e f a c t  a t t r i b u t a b l e  

to  i n c o m p l e t e  d i g e s t i o n  of  t h e  a l a n y l - t R N A  o r  to  

a g g r e g a t i o n  of  a l a n y l - o l i g o n u c l e o t i d e s .  In  o t h e r  

s y  s t e r n s  t h e  n e a r e s t  g u a n o  s i n e  r e s i d u e  to  t h e  3 'O H  

e n d  of a l a n y l - t R N A  o c c u r s  a t  a  s u b s t a n t i a l  d i s t a n c e  

f r o m  t h e  a m i n o  a c i d .  It  i s ,  t h e r e f o r e ,  q u i t e  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  f r a g m e n t  e l u t i n g  a t  4 3 0  m M -  

a m m o n i u m  f o r m a t e  i s  n o t  an  a r t e f a c t  b u t  a  lo n g  

a m i n o a c y l - o l i g o n u c l e o t i d e .

(c ) M A K  C o l u m n  C h r o m a t o g r a p h y

T h i s  m e t h o d  m a k e s  u s e  of th e  o b s e r v a t i o n s  t h a t  

i n d i v i d u a l  t R N A s  o f t e n  e l u t e  f r o m  M A K  c o l u m n s  a t  s l i g h t l y  

d i f f e r e n t  b u t  c h a r a c t e r i s t i c  i o n ic  s t r e n g t h s ,  th e  a c t u a l  

e l u t i o n  p o s i t i o n  d e p e n d i n g  on  t h e  m o l e c u l a r  s i z e ,  G+C 

c o n t e n t  a n d  h y d r o g e n  b o n d in g  ( M a n d e  11 & H e r s h e y ,  I9 6 0 ;  

S u e o k a  & C h e n g ,  1962)^ of a  s p e c i f i c  a m i n o a c y l - t R N A .  

A m i n o a c y l - t R N A S j c h o s e n  f r o m  t h e o r e t i c a l  c o n s i d e r a t i o n s ^  

f r o m  u n i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  t R N A  

p o p u l a t i o n s  w e r e  c o m p a r e d  d i r e c t l y  o n  t h e  s a m e  c o l u m n  

b y  c h a r g i n g  s R N A s  p r e p a r e d  in  p a r a l l e l  f r o m  t h e s e  

s o u r c e s  e a c h  w i t h  a n  a m i n o  a c i d  l a b e l l e d  w i t h  a  d i f f e r e n t
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i s o t o p e ^ o r  E l u t i o n  w a s  e f f e c t e d  b y  i n c r e a s i n g

l i n e a r  s o d i u m  c h l o r i d e  g r a d i e n t s  a n d  th e  f r a c t i o n s  

c o l l e c t e d  a s s a y e d  f o r  th e  p r e s e n c e  o f  b o th  i s o t o p e s ,

L y s y l - t R N A

S h o w n  in  Fig..  33 i s  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  n o n - i n f e c t e d  

c e l l  a n d  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l  l y s y l - t R N A  

p r e p a r e d  f r o m  c e l l s  g r o w n  in a  h i g h  s e r u m  s y s t e m ,  t h e  

l a b e l  o f  the  n o n - i n f e c t e d  c e l l  p r e p a r a t i o n  b e i n g  [^^h ) a n d  

t h a t  of  t h e  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l  p r e p a r a t i o n  b e in g  

T h e  p a t t e r n s  a r e  p r a c t i c a l l y  s u p e r i m p o s a b l e ^ r e v e a l i n g  2 

c o m p o n e n t s  p r e s e n t  in  a l m o s t  e q u a l  p r o p o r t i o n s .  T h e r e  

i s ,  t h e r e f o r e ,  no d i f f e r e n c e  i n  th e  p o p u l a t i o n s  w h i c h  i s  

r e s o l v e d  b y  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y .  H o w e v e r ,  t h e  

n u m b e r  of  p e a k s  d e s c r i b e d  p r o b a b l y  r e p r e s e n t s  a  m i n i m u m  

e s t i m a t e  of t h e  i n d i v i d u a l  l y s y l - t R N A s  b e c a u s e  o f  th e  

l i m i t e d  n a t u r e  o f  M A K  c o l u m n  r e s o l u t i o n .

A r g i n y l -  tR N A

M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  of  a  m i x e d l y  l a b e l l e d  

p o p u l a t i o n  of a r g i n y l - t R N A  p r q m r e d  f r o m  u n i n f e c t e d  a n d  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  p r e v i o u s l y  

m a i n t a i n e d  u n d e r  h i g h  s e r u m  c o n d i t i o n s ,  r o u t i n e l y  g a v e  a
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C p m p a r i s o n  of  L y s y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s

V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  C e l l s  by  C o - c h r o m a t o g r a p h y  o n  M A K .

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d  

s j i K Z  1 / 1 3  c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6 h r s .  P .  I. a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  

e x p o s u r e  o f  20 P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  T h e  

p r e p a r a t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h  l y s i n e  ( n o n - i n f e c t e d )

a n d  [ c ]  l y s i n e  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  d e p r o t e i n i s a t i o n ,  t h e  

i s o l a t e d  a m i n o  a c y l - t R N A s  w e r e  m i x e d  a n d  a  t o t a l  o f  550 p g ,  o f  

t h e  m i x t u r e ,  in  25 m l .  , c 6 - c h r o m a t o g r a p h e d  a t  16° o n  a  2 x  5 c m .  

c o l u r h n  of  M A K . A  l i n e a r ' g r a d i e n t  of  N a C l ,  b u f f e r e d  to  p H  6. 25 

w i t h  N a H ^ P 0 4 / N a 2H P 0 ^  (50 m M )  w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n .  3 m l .

f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4 ° ,  E a c h

f r a c t i o n  w a s  a s s a y e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 m p  a n d  f o r  t h e  

t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  

i s o t o p e .

^ 2 6 0

( h ]  d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .
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p a t t e r n  s i m i l a r  to  t h a t  s h o w n  in  F i g .  34, In t h i s  c a s e  j 

t h e  l a b e l  i s  a t t a c h e d  to  t R N A  p r e j ^ a r e d  f r o m  v i r u s

i n f e c t e d  c e l l s  a n d  t h e  to  t h a t  f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s .

C o m p a r i s o n  o f  th e  e l u t i o n  p a t t e r n  o b t a i n e d  f r o m  the  

n o n - i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n  w i th  t h a t  f r o m  t h e  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n  s h o w s  no m a j o r  d i f f e r e n c e s .

In  b o t h  c a s e s  t h e  p o p u l a t i o n s  a r e  n o t  r e s o l v e d  in to  

d i s t i n c t  p e a k s ,  t h e  c o u n t s  b e i n g  s p r e a d  o v e r  a  w i d e  r a n g e  

of  t u b e s ,  b u t  a r e  to  s o m e  e x t e n t  s e p a r a t e d  f r o m  th e  m a i n  

b u l k  o f  t R N A  a s  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  a b s o r b a n c e  a t  260  m p .  

T h e  tw o  p a t t e r n s  a r e  n o t  c o m p l e t e l y  s u p e r i m p o s a b l e  in  

t h e  c a s e  i l l u s t r a t e d  s i n c e  th e  c o n t r o l  p r e p a r a t i o n s  s h o w s  

a  s l i g h t  s h o u l d e r  w h i c h  i s  n o t  p r e s e n t  in  t h e  i n f e c t e d  

p r e p a r a t i o n .  T h i s  i s ,  h o w e v e r ,  p r o b a b l y  a n  a r t e f a c t  

a n d  n o t  o f  a n y  s i g n i f i c a n c e .  T h e  r e s u l t s ,  t h e r e f o r e ,  

i n d i c a t e  t h a t  no  m a j o r  d i f f e r e n c e s  e x i s t  b e t w e e n  th e  

p o p u l a t i o n s  o f  a r g i n y l - t R N A  i n  B H K 2 1 /  1 3 c e l l s  a n d  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w h i c h  c a n  b e  

d e t e c t e d  b y  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  u n d e r  t h e  

c o n d i t i o n s  u s e d .

P a t t e r n s  i d e n t i c a l  to  t h a t  d e s c r i b e d  a b o v e  w e r e  o b t a i n e d
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C o m p a r i s o n  o f  A r g i n y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s

s e

V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  C e l l s  b y  Co - c h r o m a t o g r a p h y  o n  M A K .

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  

c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6. 5 h r s ,  P .  I. a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  of  

2 0  P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  T h e  p r e p a r a t i o n s  w e r e

p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h  [ h J a r g i n i n e  ( n o n - i n f e c t e d )  a n d  [ ^ ^ c ]  a r g i n i n e  

( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  d e p r o t e i n i s a t i o n ,  t h e  i s o l a t e d  a r n i n o a c y l -  

N A s  w e r e  m i x e d  a n d  a t o t a l  o f  4 00  pg .  of  t h e  m i x t u r e ,  in  20 m l .  , 

- c h r o m a t o g r a p h e d  a t  16° o n  a  2 x  5 c m .  c o l u m n  o f  M A K .  A  

l i i j e a r  g ra^d ien t  of  N a C l ,  b u f f e r e d  to  p H  6. 25 w i t h  N a H ^ F O ^ / N a ^ H P O ^  

(5 0 m M )  w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n .  3 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  

i r p m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4 ° .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  a s s a y e d  f o r  e x t i n c t i o n  

a t  260 m p  a n d  f o r  t h e  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  

a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .

®260

tR

CO

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n ,  

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .
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o n  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  of  m i x e d l y  l a b e l l e d  

t R N A  p r e p a r a t i o n s  e v e n  if  c e l l u n i n f e c t e d  o r  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d ^ i n  w h i c h  m e t a b o l i s m  h a d  b e e n  d e p r e s s e d  

b y  d e p r i v a t i o n  of  s e r u m  w e r e  u s e d  a s  s t a r t i n g  m a t e r i a l .  

C h r o m a t o g r a p h y  w a s  e f f e c t e d  b o t h  on  a  m i x t u r e  of  [ ^ ^ c ]  

a r g i n y l - u n i n f e c t e d  t R N A  a n d [ ^ n )  a r g i n y l - v i r u s  i n f e c t e d  

t R N A  a n d  on  a m i x t u r e  of [ ^ h ] a r g i n y l - u n i n f e c t e d  tR N A  

a n d  a r g i n y l - v i r u s  i n f e c t e d  tR N A .  T h e r e f o r e ,  e v e n

u n d e r  c o n d i t i o n s  in  w h i c h  i t  m i g h t  be  a s s u m e d  t h a t  th e  

p r o b a b i l i t y  o f  o b s e r v i n g  d i f f e r e n c e s  in  t h e  t R N A  p o p u l a t i o n s  

b e t w e e n  u n i n f e c t e d  a n d  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  m a x i m a l ^ n o  

s u c h  a l t e r a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d .

(d) R e v e r s e  P h a s e  C h r o m a t o g r a p h y

A m i n o  a c y l - t R N A s  w h i c h  d i f f e r  in  l i n e a r  b a s e  s e q u e n c e  

f r o m  o n e  a n o t h e r  a r e  k n o w n  to  b e  s e p a r a b l e  i n to  s p e c i f i c  

s p e c i e s  o n  t h e  b a s i s  of  t h e  c h a r g e  t h e y  c a r r y ^  u s i n g  th e  

t e c h n i q u e  o f  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  ( O f e n g a n d ,  

D i e c k m a n n  & B e r g ,  1961).  I n d i v i d u a l  s p e c i e s  c a n  a l s o  b e  

s e p a r a t e d  b y  p a r t i t i o n  b e t w e e n  a q u e o u s  a n d  o r g a n i c  p h a s e s  

s i n c e  th e  c o e f f i c i e n t  o f  p a r t i t i o n  i s  d e p e n d e n t  on  th e  s p e c i e s  

i n  q u e s t i o n  (K h y m ,  1966) .  R e s o l u t i o n  of  t h e  t R N A  s p e c i e s
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b y  R e v e r s e  p h a s e  ( type  II) c h r o m a t o g r a p h y ^ a s  d e v e l o p e d  

b y  W e i s s  & K e l m e r s  ( 1 9 6 7 ) ,d e p e n d s  u p o n  a  c o m b i n a t i o n  

of  t h e s e  p r o p e r t i e s ,  t h e  p a r t i t i o n  b e i n g  b e t w e e n  F r e o n  

2 1 4  a n d  w a t e r  a n d  th e  ion  e x c h a n g e  m a t e r i a l  c o n s i s t i n g  

of a l i q u a t  3 36 a b s o r b e d  to C h r o m o  s o r b  W.

M i x e d l y - l a b e l l e d  p r e p a r a t i o n s ^ j D r a r e d  b y  c h a r g i n g  

s R N A s  e x t r a c t e d  f r o m  c e l l s  b e f o r e  a n d  a f t e r  p s e u d o r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t i o n  e a c h  w i t h  a n  a m i n o  a c i d  l a b e l l e d  w i t h  a 

d i f f e r e n t  i s o t o p e , w e r e  c o m p a r e d  d i r e c t l y  on  t h e  s a m e  

c o l u m n .  E l u t i o n  w a s  e f f e c t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  by  

i n c r e a s i n g  s o d i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t s ,  

c o n t a i n i n g  m a g n e s i u m  i o n s  to e n h a n c e  t h e  r e s o l u t i o n ,  a n d  

t h e  f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  a s s a y e d  f o r  th e  p r e s e n c e  of b o th  

i s o t o p e s .

U n l a b e l l e d  A m i n o a c y l - t R N A

F i g u r e  35 s h o w s  a  t y p i c a l  e l u t i o n  p a t t e r n  of  a b s o r b a n c e  

a t  260  m p  o b t a i n e d  by  R e v e r s e  p h a s e  c h r o n a a t o g r a p h y  of 

s u c h  a  p r e p a r a t i o n .  T he  f u n c t i o n i n g  o f  t h e  c o l u m n  i s  

c l e a r l y  s a t i s f a c t o r y  s i n c e  i t  r e s o l v e s  t h e  m a t e r i a l  in to  

3 f r a c t i o n s  a n d  o b v i o u s l y  s e p a r a t e s  t h e  t R N A  (2) f r o m  

m a t e r i a l  e l u t i n g  w i t h  th e  v o id  v o l u m e  ( l ) ^ p r e s u m a b l y



F i g u r e  35.

I

E j u t i o n  P a t t e r n  O b t a i n e d  B y  C h r o m a t o g r a p h y  o f  a n  s R N A  

P r e p a r a t i o n  on  a R e v e r s e  P h a s e  ( T y p e  II) C o l u m n .

I  I m g .  o f  a n  u n l a b e l l e d  p r e p a r a t i o n  of a m i n o a c y l - i R . N A  w a s
I

c l j r o m a t o g r a p h e d  a t  16° o n  a n  0. 6 x  180 c m .  R e v e r s e  p h a s e

co jlum n.  A l i n e a r  g r a d i e n t  o f  N a C l ,  b u f f e r e d  to  p H  4, 5 w i th
1

I
sojd ium a c e t a t e  ( lO m M )  and  c o n t a i n i n g  M g C l ^  ( lO m M )  w a s  u s e d  

fo;r e lu t io n .  2 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  

p l a c e d  a t  4 ° .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  

2 6 p m p .  a n d  f o r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n .

^ 2 6 0

N a C l  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) .
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d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s ,  a n d  f r o m  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  

R N A  w h i c h  e l u t e s  a t  0, 74 M - s o d i u m  c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  

a n d  i s  p r o b a b l y  r i b o s o m a l  R N A .

T h r  e o ny  I - tR N  A

F i g u r e  36 s h o w s  t h e  e l u t i o n  p a t t e r n  o b t a i n e d  u s i n g  

R e v e r s e  p h a s e  ( type  11) c h r o m a t o g r a p h y  of  a  m i x e d l y  

l a b e l l e d  t h r e o n y l - t R N A  p r e p a r a t i o n .  In  t h i s  c a s e ,  the  

i s  d e r i v e d  f r o m  u n i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l  t R N A  

a n d  t h e  l a b e l  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d

B H K 2 1 / 1 3  c e l l  tR N A .  T h e  p a t t e r n  c o n s i s t s  of  Z m a j o r  

p e a k s  o f  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  w i t h  t h e  s u g g e s t i o n  of  a  

t h i r d  m i n o r  p e a k  a t  t u b e  131,

T h e  p e a k  o f  ["^h ] l a b e l l e d  m a t e r i a l  a p p e a r i n g  a t  tu b e  

137 i s  p r o b a b l y  i n t r o d u c e d  by  c a l c u l a t i o n  s i n c e  a  s l i g h t  

u n d e r e s t i m a t e  of  d i s i n t e g r a t i o n s  i s  i m m e d i a t e l y

c o n v e r t e d  b y  t h e  m e t h o d  u s e d  to  a n  e x c e s s  o f  [ ^ h ] 

d i s i n t e g r a t i o n s .  A l l  3 g e n u i n e  p e a k s  c o n t a i n  b o t h  [ ^hl] 

a n d  l a b e l l e d  m a t e r i a l  a n d  t h e  d i s t r i b u t i o n  of  on e

l a b e l  o v e r  t h e  f r a c t i o n s  i s  e x a c t l y  m i r r o r e d  in  th e  

d i s t r i b u t i o n  of  t h e  o t h e r .

T h e  p e a k s  of  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  o b t a i n e d ,  a l t h o u g h



c

F i g u r e  36,

o m p a r i s o n  o f  T h r e o n y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s

V i r u s  I n f e c t e d  B H K Z l / 1 3  C e l l s  b y  C o - c h r o m a t o g r a p h y  on  a 

R e v e r s e  P h a s e  ( typ e  II) S y s t e m ,

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d  

B H K Z l / 1 3  c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6 h r .  P .  1. a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  

e x p o s u r e  o f  20 P F U  p e r  c e l l  v / i th  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  T h e  

p i ' e p a r a t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h  t h r e o n i n e

( n o n - i n f e c t e d )  a n d  [ t h r e o n i n e  ( v i r u s  i n f e c t e d ) . A f t e r

de p r o t e i n i s a t i o n ,  t h e  i s o l a t e d  a m i n o a c y l - t R N A s  w e r e  m i x e d  a n d

a  t o t a l  of  1 . 5  m g .  o f  th e  m i x t u r e  c o - c h r o m a t o g r a p h e d  a t  16® o n  

a  0 . 6  X 180 c m .  R e v e r s e  p h a s e  c o l u m n ,  A  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  

N a C l ,  b u f f e r e d  to  p H  4 .  5 w i t h  s o d i u m  a c e t a t e  ( lO m M )  a n d  

co jn ta in in g  M g C l ^  ( lO m M )  w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n .  2 m l .  f r a c t i o n s  

w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4®, E a c h  f r a c t i o n  w a s  

m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 m p ,  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  i n  t h e

tR N A  r e g i o n  f o r  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y

a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .

260

[ ^ h ] d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .

N a C l  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) .
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s e p a r a t e d  f r o m  th e  b u l k  of t h e  t R N A  p r e s e n t ,  a s  

m e a s u r e d  by  a b s o r b a n c e  a t  260 m |u ^ a re  n o t  s u f f i c i e n t l y  

r e s o l v e d  f r o m  o n e  a n o t h e r  to  m e r i t  a  m e a n i n g f u l  

e s t i m a t i o n  of  th e  p r o p o r t i o n  of r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  in  

e a c h  p e a k .  H o w e v e r ,  th e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h r e o n y l -  

t R N A  e x t r a c t e d  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  

d o e s  n o t  c o n t a i n  a n y  c o m p o n e n t  r e s o l v a b l e  b y  th e  m e t h o d  

u s e d  w h i c h  i s  n o t  p r e s e n t  in  u n i n f e c t e d  c e l l s .  T a k i n g  

t h e  s i m p l e s t  v i e w ,  t h e  r e s u l t s  a l s o  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  

e x i s t s  a t  l e a s t  tw o  a n d  p e r h a p s  t h r e e  d i s t i n c t  s p e c i e s  of 

tR N A .

S e r y l - t R N A

W h e n  e l u t i n g j b y  i n c r e a s i n g  s a l t  c o n c e n t r a t i o n ^ f r o m  a 

R e v e r s e  p h a s e  ( ty p e  II) c o l u m n ,  a  m i x t u r e  of  

s e r y l - t R N A  f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s  a n d . [  ^ h ] s e r y l - t R N A  

f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  g i v e s  th e  p r o f i l e  

s h o w n  in  F i g .  37. R a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  m a t e r i a l  i s  

r e s t r i c t è d  to  a  r e l a t i v e l y  s m a l l  a r e a  of  t h e  t R N A  e l u t i o n  

s p e c t r u m ,  a s  m e a s u r e d  by  th e  s p r e a d  of  a b s o r b a n c e  a t  

260 m p  a n d  so  s a t i s f a c t o r y  r e s o l u t i o n  h a s  o c c u r r e d .

T h e r e  a p p e a r  to be  4 m a j o r  p e a k s  of  r a d i o a c t i v e



F i g u r e  37,

j m p a r i s o n  o f  S e r y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s

V i r u s  I n f e c t e d  BH K 2 I / 1 3 C e l l s  by  C o - c h r o m a t o g r a p h y  o n  a

R e v e r s e  P h a s e - ( t y p e  II) S y s t e m .

c e

20

s e

w e

a t

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  

11s a n d  f r o m  c e l l s  6 h r .  P .  I. a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f  e x p o s u r e  of  

P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  T h e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  

p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h B ^ c j  s e r i n e  ( n o n - i n f e c t e d )  a n d  [ ^ h ] s e r i n e  

( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  d e p r o t e i n i s a t i o n ,  th e  i s o l a t e d  a m i n o a c y l - t R N A s  

r e  m i x e d  a n d  a  t o t a l  o f  1, 5 m g .  o f  t h e  m i x t u r e  c o - c h r o m a t o g r a p h e d  

16** o n  a  0. 6 X 180 c m .  R e v e r s e  p h a s e  c o l u m n .  A  l i n e a r  

g r a d i e n t  o f  N a C l ,  b u f f e r e d  to  p H  4 .  5 w i t h  s o d i u m  a c e t a t e  ( lO m M )  

anji c o n t a i n i n g  M g C l ^  ( lO m M )  w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n .  1 m l .  

f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4 ° .  E a c h  

f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 m|a.  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  

a n d  in  t h e  t R N A  r e g i o n  f o r  t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  

a s£ ? o c ia te d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .

^ 260  .

™ ''™"[3piJ  d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .

 d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .

N a C l  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) .
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m a t e r i a l  - b o t h  a n d [ ^ H ]  - c e n t r e d  a t  t u b e s  331,

340 a n d  349 w i t h  a l s o  th e  s u g g e s t i o n  of  a f i f t h  p e a k  a t  

t u b e  345. S u b s e q u e n t l y ,  t h e s e  p e a k s  w i l l  b e  t e r m e d  

c o m p o n e n t s ,  I, II, III ,  V a n d  IV  r e s p e c t i v e l y .

T h e  b a c k g r o u n d  c o r r e c t e d  [ ^ h ] a n d

d i s i n t e g r a t i o n s  in t h e  5 p e a k s  a r e

I II III ■ IV V

O k ] 1150 2300 3000 900 1275

( % ] 925 1925 2550 900 900

a n d  so  t h e  r a t i o  of  t o t a l  [ ^ h ] r a d i o a c t i v i t y  in  e a c h  

c o m p o n e n t  to  t h a t  in  c o m p o n e n t  I i s  ( l l / l )  2. 0 3 :1 ;

( I I I / I )  2 . 6 4 : 1 ;  ( IV / I )  0 , 8 : 1  a n d  ( V / l ) l .  1 : 1 .  T h e  

c o r r e s p o n d i n g  r a t i o s  h a v e  v a l u e s  2. 14:1;  2. 8 3:1;

1:1 a n d  1:1.

T h e r e f o r e ,  a l t h o u g h  th e  e l u t i o n  p a t t e r n s  of  u n i n f e c t e d  

a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l  s e r y l - t R N A ^ a s  

r e p r e  s e n t e d  b y  ( ^ ^ c ]  a n d  [ ^ h ] d i s  i n t e g r a t i o n s ^  do n o t  

a p p e a r  d i r e c t l y  s u p e r  i m p o s a b l e , t h e  r a t i o  of m a t e r i a l  in  

t h e  c o m p o n e n t s  a p p e a r s  i d e n t i c a l  w i t h i n  t h e  l i m i t s  of 

e x p e r i m e n t a l  e r r o r  w i t h  t h e  p o s s i b l e  e x c e p t i o n  of  c o m p o n e n t  

IV  w h i c h  m a y  p o s s i b l y  be  p r e s e n t  in  s l i g h t l y  h i g h e r
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p r o p o r t i o n s  in  th e  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n  t h a n  in  the  

u n i n f e c t e d .  T h e  s i g n i f i c a n c e  of  t h i s  o b s e r v a t i o n  is  

d o u b t f u l  in  v i e w  of  th e  r e l a t i v e l y  lo w  n u m b e r  of 

d i s i n t e g r a t i o n s  i n v o l v e d .  T h e  p r o b a b i l i t y  i s  t h a t  no 

' n e w '  i n f e c t e d  t R N A  c o m p o n e n t s ^ r e s o l v a b l e  by  t h i s  

m e t h o d ^ a r e  p r e s e n t  a l t h o u g h  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  that^ 

b e c a u s e  of th e  low  n u m b e r  of  d i s i n t e g r a t i o n s  c o l l e c t e d ,  

c o m p o n e n t s  c o n s t i t u t i n g  l e s s  t h a n  5% o f  t h e  m a j o r  

c o m p o n e n t  w o u ld  n o t  be d e t e c t e d .  In  a d d i t i o n ,  t h e  e l u t i o n  

p a t t e r n  i n d i c a t e s  t h a t  BHK 2 1 /  1 3 c e l l s  c o n t a i n  p o s s i b l y  

5 s e r y l " t R N A  s p e c i e s  a s  a  m i n i m u m ^ a s s u m i n g  t h a t  e a c h  

c o m p o n e n t  r e s o l v e d  r e p r e s e n t s  a s e p a r a t e  tR N A  s p e c i e s .

I l l u s t r a t e d  in  F i g ,  38 i s  th e  e l u t i o n  p r o f i l e  o b t a i n e d  

o n  R e v e r s e  p h a s e  ( ty p e  II) c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  of  a  

p r e p a r a t i o n  of  [ h ] l a b e l l e d  a r g i n y l - t R N A  f r o m  p s e u d o  r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  m i x e d  w i th  o n e  of  [ ^ ^ c ]  l a b e l l e d  

a r g i n y l - t R N A  f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s .  In t h i s  c a s e ,  t h e  

r e s o l u t i o n  of t h e  c o l u m n  a p p e a r s  to  b e  m u c h  p o o r e r  a s  

t h e  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  i s  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  o v e r  th e  

g r a d i e n t ,  i s  n o t  w e l l  s e p a r a t e d  f r o m  o t h e r  t R N A  s p e c i e s
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O o m p a r i s o n  o f  A r g i n y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  P s e u d o r a b i e s

V i r u s  I n f e c t e d  B H .K 21 /13  C e l l s  by  C o - c b r o m a t o g r a p h y  o n  a

R e v e r s e  P h a s e  ( ty p e  II) S y s t e m .

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d

B jH K 21 /1 3  c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6 h r .  P .  I. a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f
1

e : j :p o su re  of  20 P F U  p e r  c e l l  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s .  T h e  

j ^ J ' e p a r a t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h  c )  a r g i n i n e

(n jo n - in fe c te d )  a n d  [ h ) a r g i n i n e  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r
I

d e p r o t e i n i s a t i o n ,  t h e  i s o l a t e d  a m i n o a c y l - t R N A s  w e r e  m i x e d  a n d  

a  t o t a l  o f  I .  5 m g .  o f  t h e  m i x t u r e  c o - c h r o m a t o g r a p h e d  a t  16° o n  a

0. 6 X 180 c m .  R e v e r s e  p h a s e  c o l u m n .  A  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  N a C l ,  

b u f f e r e d  to  p H  4.  5 w i t h  s o d i u m  a c e t a t e  ( lO m M )  a n d  c o n t a i n i n g

M g C l^  ( lO m M )  w a s  u s e d  f o r  e lu t i o n .  2 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  

c o l l e c t e d  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  a t  4 ° .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  

f o j  e x t i n c t i o n  a t  260 m p .  , s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  in  th e  t R N A  r e g i o n  

f o i ‘ t r i c h l o r a c e t i c  a c i d  i n s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  

i s o t o p e .

-  ^ 2 6 0

[ ^ h ) d i s i n t e g r a t i o n s / m i n ,  / f r a c t i o n .

d i s i n t e g r a t i o n s / m i n .  / f r a c t i o n .

N a C l  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) .
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( d e t e c t e d  a s  U. V. a b s o r b i n g  m a t e r i a l )  a n d  s i n c e  th e  

p r o f i l e s  t h e m s e l v e s  do n o t  a p p e a r  s m o o t h .  T h e  n u m b e r  

of  d i s i n t e g r a t i o n s  c o l l e c t e d  p e r  m i n u t e  p e r  f r a c t i o n  i s  a l s o  

lo w  a n d  i t  i s  o b v i o u s l y  n o t  j u s t i f i a b l e  to  m a]ce  a n y  

q u a n t i t a t i v e  c a l c u l a t i o n s .  T h e  e l u t i o n  p a t t e r n s  of  

a n d  [ ^ h ] l a b e l l e d  m a t e r i a l  a p p e a r  to  b e  a l m o s t  s u p e r -  

i m p o s a b l e  w i t h  one  a n o th e r^  b o th  c o m p r i s i n g  2 r e l a t i v e l y  

s h a r p  %3eaks a t  t u b e s  125 a n d  152 a n d  o n e  b r o a d  p e a k  

c e n t r e d  a t  t u b e  140. T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  (a) 

a s s u m i n g  t h a t  e a c h  p e a k  r e p r e s e n t s  a s e p a r a t e  tR N A  

s p e c i e s ,  t h e  m i n i m u m  n u m b e r  of  a r g i n y l - t R N A  s p e c i e s  in 

u n i n f e c t e d  B H K 2 I / 1 3  c e l l s  i s  3 a n d  i s  n o t  a n  a r t e f a c t  of 

e x t r a c t i o n ,  a n d  (b) no d i f f e r e n c e s  r e s o l v a b l e  by  t h i s  m e t h o d  

e x i s t  b e t w e e n  p r e p a r a t i o n s  of a r g i n y l - t R N A  f ro m ,  u n i n f e c t e d  

a n d  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s .

H o w e v e r ,  i t  s h o u l d  a g a i n  be  e m p h a s i s e d  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  

d i s i n t e g r a t i o n s  c o l l e c t e d  p e r  f r a c t i o n  i s  so  low  t h a t  m i n o r i t y  

s p e c i e s  in  e i t h e r  u n i n f e c t e d  o r  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n s  m i g h t  

r e m a i n  u n d e t e c t e d .
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D I S C U S S I O N

E x a m i n a t i o n  of n e a r e s t  n e i g h b o u r  s e q u e n c e  a n a l y s i s  d a t a  

s u g g e s t e d  v e r y  p r o n o u n c e d  d i f f e r e n c e s  in  t h e  b a s e  s e q u e n c e  of  

t h e  D N A  of  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  a n d  of  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  f r o m  

t h a t  o f  m a m m a l i a n  c e l l s  ( S u b a k - S h a r p e ,  B u r k ,  C r a w f o r d ,

M o r r i s o n ,  H a y  & K e i r ,  1966) .  F r o m  t h e o r e t i c a l  c o n s i d e r a t i o n s ,  

i t  w a s  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  of  p r o t e i n s  

s y n t h e s i s e d  p r e  a n d  p o s t  i n f e c t i o n  (w i th  e i t h e r  of  th e  v i r u s e s  

m e n t i o n e d )  w o u l d  d i f f e r  s u b s t a n t i a l l y  a n d  t h a t  b o t h  v i r u s e s  m i g h t  

r e q u i r e ,  a n d  t h e r e f o r e  s p e c i f y ,  c e r t a i n  t R N A s  - p a r t i c u l a r l y  t h o s e  

r e c o g n i z i n g  C^dG c o n t a i n i n g  c o d o n s  ( S u b a k - S h a r p e , S h e p h e r d  & H a y ,  

1966) .

S u p p o r t i n g  e v i d e n c e  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  w a s  o b t a i n e d  u s i n g  

h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  i n f e c t i o n  of  BHK2 1 /1  3 c e l l s  a n d  i s  s u m m a r i s e d  

b e lo w .  4 s  R N A  f r o m  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  i n f e c t e d ,  b u t  n o t  

f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s ,  w a s  k n o w n  to  p a r t i c i p a t e  in  m o l e c u l a r  

h y b r i d i s a t i o n  w i t h  h e r p e s  v i r u s  D N A  ( S u b a k - S h a r p e  & H a y ,  1965). 

T h e s e  D N A - R N A  h y b r i d i s a t i o n  e x p e r i m e n t s  g a v e  a  c l e a r  i n d i c a t i o n  

o f  v i r u s  s p e c i f i c  R N A  m o l e c u l e s  w i t h  p r o p e r t i e s  c l o s e l y  r e s e m b l i n g  

tR N A .  D a t a  o b t a i n e d  b y  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  s u g g e s t e d  

t h e  p r e s e n c e  in  i n f e c t e d  c e l l s  of  a r g i n y l  s p e c i f i c  t R N A s  n o t
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p r e s e n t  in  t h e  u n i n f e c t e d  c e l l s  ( S u b a k - S h a r p e , S h e p h e r d  & H a y ,  

1 9 6 6 ).

E l u c i d a t i o n  of t h e  e f f e c t s  of p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  

w e r e - t h e r e f o r e  u n d e r t a k e n .  F i r s t l y ,  d a t a  c o n c e r n i n g  a l t e r a t i o n s  

in  th e  a m i n o  a c i d  c o n t e n t  of p r o t e i n s  n e w l y  s y n t h e s i s e d  in  

u n i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  i n f e c t e d  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  w e r e  

p r e s e n t e d .  I n d i c a t i o n s  of  i n c r e a s e d  a r g i n i n e  i n c o r p o r a t i o n  

a f t e r  p s e u d o r a b i e s  i n f e c t i o n ,  w i t h  c o n c o m i t a n t  d e c r e a s e  in  l y s i n e  

i n c o r p o r a t i o n , w e r e  o b t a i n e d .  T h e  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  

v a l u e s ,  r e f e r r e d  to  c o n t r o l  v a l u e s  of u n i t y ,  f o r  a r g .  / l y s . , 

v a l .  / l y s .  a n d  a r g ,  / v a l .  i n c o r p o r a t i o n  in  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s ,  10 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n ,  w e r e  res% 3ec t ive ly  3. 2,

0. 6 a n d  1, 6 ( F i g ,  8). By  a s s u m i n g  t h a t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  in  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  a t  t h i s  t i m e  i s  c o m p l e t e l y  

s p e c i f i e d  by  th e  v i r u s  D N A , t h e o r e t i c a l  e s t i m a t e s  o f  t h e s e  

i n c o r p o r a t i o n  r a t i o s  w e r e  a l s o  m a d e  a s  f o l l o w s .  T h e  e x p e c t e d  

f r e q u e n c i e s  of  n u c l e o t i d e  d o u b l e t s  in  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  DN A  and  

h o s t  c e l l  D N A , b a s e d  s o l e l y  o n  t h e i r  G+C c o n t e n t , w e r e  d e r i v e d  

a s  d e s c r i b e d  i n  S u b a k - S h a r p e ,  S h e p h e r d  & H a y  (1966) .  T h e  

a m i n o  a c i d  f r e q u e n c i e s  f o r  a r g i n i n e ,  l y s i n e  a n d  v a l i n e  in  p r o t e i n s  

s p e c i f i e d  f r o m  b o t h  t h e s e  D N A s  w e r e  t h e n  t r a n s p o s e d  f r o m  t h e
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f r e q u e n c i e s ,  b y  r e f e r e n c e  to  t h e  k n o w n  g e n e t i c  c o d e ,  a n d  th e  

i n c o r p o r a t i o n  r a t i o s  f o r  a r g .  / l y s .  , v a l .  / l y s .  a n d  a r g .  / v a l .  in  

b o t h  s o u r c e s  c a l c u l a t e d .  A f t e r  a s s i g n i n g  v a l u e s  of  u n i t y  to th e  

r a t i o s  o b t a i n e d  f o r  c e l l u l a r  s p e c i f i e d  p r o t e i n s  a n d  s u i t a b l y  

c o r r e c t i n g  th e  v i r u s  d a t a ,  v a l u e s  of 5. 7, 0 . 4 1  a n d  2 . 4 ,  

r e s p e c t i v e l y ,  w e r e  o b t a i n e d  f o r  a r g .  / l y s .  , l y s .  / v a l .  a n d  

a r g ,  / v a l .  T h e s e  a g r e e  r e a s o n a b l y  w e l l  w i t h  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  

o b t a i n e d  v a l u e s  q u o t e d  a b o v e .

I n v e s t i g a t i o n s  o f  th e  s R N A  in  t h e  c y t o p l a s i m i c  f r a c t i o n s  of 

B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  p r e  a n d  p o s t  i n f e c t i o n  w i t h  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s ,  

w e r e  r e p o r t e d .  C y t o p l a s m i c  c e l l  f r a c t i o n s  w e r e  u s e d  a s  s R N A  

s o u r c e s  s i n c e  i t  a p p e a r s  t h a t  v i r a l  p r o t e i n s  a r e  s y n t h e s i s e d  in 

t h e  c y t o p l a s m  e v e n  t h o u g h  m a t u r e  v i r u s  p a r t i c l e s  a r e  f o r m e d  

i n  t h e  n u c l e u s  (B e n  P o r a t ,  S h i m o n o  h  K a p l a n ,  1969) .  T h e  4 s  

R N A  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s  w a s  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  t h e  m o l e c u l a r  

h y b r i d i s a t i o n  t e c h n i q u e  o f  G i l l e s p i e  & S p i e g e l m a n  (196 5) in  a n  

a t t e m p t  to  d e m o n s t r a t e ,  a n d  p e r h a p s  q u a n t i t a t e ,  s e q u e n c e  h o m o l o g y ,  

P r e p a r a t i o n s  d e r i v e d  f r o m  n o n - i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  t e s t e d  a g a i n s t  b o th  c e l l u l a r  D N A  a n d  D N A  

f r o m  p u r i f i e d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  p a r t i c l e s .

N o  h y b r i d i s a t i o n  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  p s e u d o r a b i e s  v i r u s
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D N A  a n d  s R N A  f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s .  I t  w a s ,  t h e r e f o r e ,  

c o n c l u d e d  t h a t  t h e  v i r a l  D N A  w a s  n o t  c o n t a m i n a t e d  w i t h  c e l l u l a r  

D N A  a n d  d id  n o t  c o n t a i n  s h o r t  s e q u e n c e s  f o r  t u i t i o n  s l y  h o m o l o g o u s  

w i t h  4-s R N A  f r o m  u n i n f e c t e d  c e l l s .  T h e  d a t a  o b t a i n e d  by  

s a t u r a t i o n  t e s t s  c o n f i r m e d  t h e  e x i s t e n c e  in  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s  of 

a  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  - R N A  h o m o l o g o u s  w i t h  0. 01% of  t h e  

c e l l u l a r  D N A  (c. f. a  v a l u e  of  0, 023% in  c o l i .  ( G i a c o m o n i  & 

S p i e g e l m a n ,  1962)  a n d  o n e  o f  0. 015% in  D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r • 

( R i t o s s a ,  A tw o o d  & S p i e g e l m a n ,  1966)). In p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

i n f e c t e d  c e l l s  t h e r e  w a s ,  in  a d d i t i o n  to 4 s  R N A  h y b r i d i s a b l e  w i th  

c e l l u l a r  D N A  (i. e.  h o s t  s p e c i f i e d  4 s  R N A ) ,  a  lo w  m o l e c u l a r  

w e i g h t  R N A  w h i c h  h y b r i d i s e d  w i t h  v i r a l  D N A  i, e. w a s  v i r u s  

s p e c i f i e d .  T h i s  s p e c i e s  o c c u p i e d  0. 15% of t h e  v i r a l  g e n o m e  

a n d  w a s  n o t  5 s .  I t  c o u l d  n o t ,  h o w e v e r ,  be  u n e q u i v o c a l l y  i d e n t i f i e d  

a s  t R N A  a l t h o u g h  i t  p o s s e s s e d  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  m o l e c u l a r  s i z e  

(on  S e p h a d e x - G 1 00),  c o n t a i n e d  m e t h y l a t e d  b a s e s  a n d  s h o w e d  no 

t r a c e  o f  r a n d o m l y  d e g r a d e d  r a d i o  a c t i v e l y  l a b e l l e d  m R N A .

U n d e r  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  s p e c i e s  i n  q u e s t i o n  w a s  tRN A , 

a  f u r t h e r  d e g r e e  o f  q u a n t i t a t i o n  c a n  b e  c o n s i d e r e d .  R e f e r e n c e  to 

t h e  d a t a  p r e v i o u s l y  d i s c u s s e d  ( r e f e r  to p a g e  158) s h o w s  t h a t  20 pg .  

o f  v i r a l  D N A  h y b r i d i s e d  a t  s a t u r a t i o n  w i t h  250  c o u n t s / m i n u t e  of
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s R N A  d e r i v e d  f r o m  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s ,  l a b e l l e d  

b e t w e e n  3 a n d  8 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  D N A  s p e c i f y i n g  s R N A  

c o m p r i s e d  0. 15% of  t h e  v i r a l  g e n o m e ,  a s s u m i n g  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  g e n u i n e l y  v i r u s  c o d e d  s R N A  to b e  u n i f o r m  a n d  

e q u a l  to  t h a t  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  f o r  t h e  i n f e c t e d  c e l l  s R N A  

p r e p a r a t i o n  . G iv e n  a n  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  of  25,  000 f o r  

t R N A  a n d  7 x  1 o'^ f o r  v i r a l  D N A  ( R u s s e l l  & C r a w f o r d ,  1 963). a n d  

a s s u m i n g  t h a t  s a t u r a t i o n  h a d  b e e n  a c h i e v e d , i t  w a s  c a l c u l a t e d  

t h a t  4 t R N A  m o l e c u l e s  w e r e  s p e c i f i e d  b y  th e  v i r u s .  T h e  v a l u e  

o b t a i n e d  w a s  o b v i o u s l y  a n  e s t i m a t e  of t h e  m a x i m u m  n u m b e r  of  

v i r u s  c o d e d  s p e c i e s  s i n c e  t h e  v a l u e  a s s u m e d  f o r  t h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  m u s t  be  a n  u n d e r e s t i m a t e  (due  to  t h e  p r e - e x i s t i n g  

c e l l u l a r  tR N A ) .  T h e  d a t a  o b t a i n e d  d id  n o t  s u f f i c e  to  p e r m i t  

c a l c u l a t i o n  of  t h e  o r i g i n a l  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  v i r u s  c o d e d  

s R N A .  T h u s ,  a n  u n e q u i v o c a l  e s t i m a t e  of  th e  n u m b e r  of  t R N A s  

s p e c i f i e d  p e r  v i r a l  D N A  m o l e c u l e  h a s  n o t  b e e n  a c h i e v e d .

E x t e n s i o n  of  t h e  i n v e s t i g a t i o n  to i n v o l v e  c o m p e t i t i o n  e x p e r i m e n t s  

w o u l d  h a v e  p r o v i d e d  a  b e t t e r  e s t i m a t e  of  t h i s  v a l u e  b u t  e v e n  so  it  

w o u l d  h a v e  b e e n  n e c e s s a r y  to  a s s u m e  t h a t  v i r a l  i n f e c t i o n  h a d  n o t  

a l t e r e d  t h e  s p e c t r u m  of  h o s t  t R N A s  s y n t h e s i s e d .

In  g e n e r a l ,  t h e  v a l i d i t y  o f  d e t e c t i o n  a n d  q u a n t i t a t i o n  of
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s e q u e n c e  h o m o l o g y  h a s  m a n y  i n h e r e n t  s o u r c e s  of e r r o r .

E s t i m a t e s  m a y  e i t h e r  h e  i n v a l i d a t e d  by  f a i l u r e  to r e a c h  D N A  

s a t u r a t i n g  l e v e l s  o f  R N A  o r  b y  th e  p r e s e n c e  of  a  m i n o r  

i m p u r i ty ^  w h i c h  o c c u p i e s  a m u c h  l a r g e r  p r o p o r t i o n  of t h e  DN A, 

in  t h e  h y b r i d  s t r u c t u r e .  T h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  e r r o r  d e p e n d s  

o n  t h e  l e n g t h  of t h e  D N A  g e n o m e  h o m o l o g o u s  w i t h  th e  R N A  u n d e r  

i n v e s t i g a t i o n .

T h e  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  o b t a i n e d  w e r e  o p e n  to th e  c r i t i c i s m  

t h a t  th e  d u r a t i o n  o f  t h e  h y b r i d i s a t i o n  p e r i o d  f o r  a t t a i n m e n t  of 

D N A  s a t u r a t i o n  w a s  n o t  r i g i d l y  d e t e r m i n e d .  B u t  the  e x p e r i m e n t a l  

r e s u l t s  w e r e  n o t ,  to  a n y  g r e a t  e x t e n t ,  o p e n  to  c r i t i c i s m  c o n c e r n i n g  

p o s s i b l e  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  d e g r a d e d  m R N A .  A c c u r a c y  of th e  

q u a n t i t a t i v e  v a l u e s  q u o t e d  w a s  n o t  h ig h ,  p a r t l y  d u e  to  q u e s t i o n a b l e  

s a t u r a t i o n ,  b u t  a l s o  b e c a u s e  t h e  l e v e l  o f  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  

d e t e c t e d  in  t h e  h y b r i d  m a t e r i a l  w a s  so low .  In  o r d e r  to  r a i s e  

t h e  l e v e l  o f  h y b r i d  a s s o c i a t e d  r a d i o a c t i v i t y  to  a  m o r e  s i g n i f i c a n t  

v a l u e ,  i t  w o u l d  o b v i o u s l y  b e  n e c e s s a r y  to  u s e  m o r e  v i r a l  DN A 

i n  t h e  a s s a y  s y s t e m .  No e x p e r i m e n t s  u s i n g  h i g h e r  D N A  l e v e l s  

w e r e ,  h o w e v e r ,  a t t e m p t e d  s i n c e  the  p r e p a r a t i o n  of  s u c h  l a r g e  

q u a n t i t i e s  o f  v i r a l  D N A  p r e s e n t e d  t e c h n i c a l  d i f f i c u l t i e s  (one  v i r u s  

p a r t i c l e  c o n t a i n s  10" g. of  DNA).
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T h e  r e s u l t s  w e r e ,  h o w e v e r ,  r e p e a t a b l e  a n d  p e r m i t t e d  th e  

c o n c l u s i o n  t h a t  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  s p e c i f i e d  c e r t a i n  s p e c i e s  of 

lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  - w h i c h  a p p e a r e d  to b e  tR N A ,

D e f i n i t e  i d e n t i f i c a t i o n  of  th e  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p o n e n t  w a s  

n o t  m a d e  a n d  i t  w o u ld  o b v i o u s l y  be  v e r y  i n t e r e s t i n g  to e x t e n d  t h e  

i n v e s t i g a t i o n s  to i n c l u d e  s t u d i e s  on  th e  h y b r i d i s a t i o n  of v i r a l  

D N A  w i t h  a m i n o  a c i d  l a b e l l e d  a m i n o a c y l - t R N A , u s i n g  th e  s y s t e m  

d e v e l o p e d  b y  B o n n e r ,  K ung  & B e k h o r  (1967) .

D i f f e r e n c e s  b e t w e e n  th e  p o p u l a t i o n s  of  c e r t a i n  a m i n o a c y l - t R N A s  

in  n o n - i n f e c t e d  a n d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  w e r e  

i n v e s t i g a t e d  u s i n g  c o m b i n a t i o n s  of t h r e e  d i f f e r e n t  c h r o m a t o g r a p h i c  

p r o c e d u r e s  to  e x a m i n e  d i f f e r e n t i a l l y  l a b e l l e d  m i x e d  p o p u l a t i o n s  o f  

t R N A  f r o m  n o n - i n f e c t e d  a n d  i n f e c t e d  c e l l s .  T h e  u n i n f e c t e d  tR N A  

c a r r i e d  a  t r i t i u m  l a b e l l e d  a m i n o  a c i d ,  s a y ,  a n d  th e  i n f e c t e d  tR N A  

t h e  s a m e  a m i n o  a c i d  b u t  l a b e l l e d  w i th

T h e  t h r e e  m e t h o d s  u s e d  w e r e  a s  f o l l o w s .

(a) M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  w h i c h  s e p a r a t e s  a c c o r d i n g

to  h y d r o g e n  b o n d i n g  a n d  G+C c o n t e n t  ( M a n d e  11 & H e r s h e y ,  I 9 6 0 ) .

(b) D E A E  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  of T^ R N a s e  d i g e s t s

w h i c h  d e t e c t  a n y  s p e c i e s  of tR N A ,  t h e  3'  t e r m i n a l  s e q u e n c e
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of  which, d i f f e r s  w i t h  r e s p e c t  to  t h e  p o s i t i o n  of t h e  g u a n o  s i n e  

r e s i d u e  n e a r e s t  to  t h a t  e n d  ( i s h i d a  & M i u r a ,  1965) .

(c) R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  w h i c h  s e p a r a t e s  o n  t h e  

b a s i s  o f  i o n  e x c h a n g e  a n d  p a r t i t i o n  b e t w e e n  o r g a n i c  a n d  

a q u e o u s  p h a s e s  ( W e i s s  & K e l m e r s ,  1967) .

A t  p r e s e n t ,  a r g i n y l - t R N A  a n d  l y s y l - t R N A  h a v e  b e e n  

e x a m i n e d  b y  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y ,  a r g i n y l - t R N A ,  

l y s y l - t R N A ,  s e r y l - t R N A  a n d  a l a n y l - t R N A  b y  D E A E  c e l l u l o s e  

c h r o m a t o g r a p h y  of  R N a s e  d i g e s t s  a n d  t h r e o n y l - t R N A ,  s e r y l - t R N A  

a n d  a r g i n y l - t R N A  b y  R e v e r s e  p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y .  In a l l  c a s e s ,  

t h e  c o n t r o l  a n d  i n f e c t e d  p a t t e r n s  w e r e  a l m o s t  s u p e r i m p o s a b l e  a n d  

n e i t h e r  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  of a n y  n e w  s p e c i e s  o f  t R N A  n o r  

a n y  a l t e r a t i o n  of  t h e  b a l a n c e  of t h e  h o s t  p o p u l a t i o n .  T h e  r e s u l t s  

d e s c r i b e d  w e r e  o b t a i n e d  b o th  u s i n g  a c t i v e l y  g r o w i n g  a n d  

" s t a t i o n a r y "  ( low  s e r u m )  c e l l s  a l t h o u g h  d e t e c t i o n  e f f i c i e n c y  w a s  

a s s u m e d  to  b e  h i g h e r  in  c e l l s  m a i n t a i n e d  i n  s e r u m  d e f i c i e n t  m e d i u m .

T h e s e  r e  s u i t s , t a k e n  a t  f a c e  v a l u e  im p ly ,  t h a t  t h e  tR N A  

p o p u l a t i o n s  f o r  a r g i n i n e ,  s e r i n e ,  t h r e o n i n e ,  a l a n i n e  a n d  l y s i n e  

r e m a i n e d  u n a l t e r e d  b y  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n .  By  

e x a m i n a t i o n  o f  t h o s e  c a s e s  in  w h i c h  m u l t i p l e  i s o - a c c e p t i n g  

t R N A s  w e r e  d e t e c t e d  in  u n i n f e c t e d  c e l l s ,  i t  w a s  a l s o  c o n c l u d e d
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t h a t  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  d id  n o t  l e a d  to  a n  a l t e r a t i o n  

in  t h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  of t h e s e  s p e c i e  s.  H o w e v e r ,  t h e  

f a i l u r e  to  d e t e c t  s p e c i e s  of t R N A  n o t  o b s e r v e d  i n  u n i n f e c t e d  c e l l s  

d o e s  h o t  n e c e s s a r i l y  p r e c l u d e  t h e i r  o c c u r r e n c e .  T h e r e  a r e  

c e r t a i n  i n h e r e n t  l i m i t a t i o n s  in  t h e  t e c h n i q u e s  u s e d ,  a n y  one  of 

w h i c h  c o u ld  h a v e  m a s k e d  th e  p r e s e n c e  of a  'new* o r 'm o d i f i e d *  

t R N A .  T h e  l i m i t a t i o n s  e n v i s a g e d  a r e  e n u m e r a t e d  a n d  d i s c u s s e d  

b e lo w .

1. T h e  a m i n o a c y l  d e r i v a t i v e  m a y  n e v e r  h a v e  b e e n  l a b e l l e d  

w i t h  r a d i o a c t i v e  a m i n o  a c i d  a n d  so  r e m a i n e d  u n d e t e c t e d  in  

a  s y s t e m  u s i n g  th e  a l t e r e d  d i s t r i b u t i o n  of  t h e  a m i n o a c y l  

m o e i t y  a s  c r i t e r i o n  f o r  c o m p a r i s o n s .  T h e  a b s e n c e  of  

l a b e l l e d  m a t e r i a l  m a y  h a v e  b e e n  d u e  to  a n y  o f  t h e  f o l lo w in g  

r e a s o n s .

(a) T h e  in  v iv o  l o a d e d  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  s p e c i f i e d  o r  

m o d i f i e d  a m i n o a c y l - t R N A ^ a s  e x t r a c t e d ,  p o s s e s s e d  a n  e s t e r  

b o n d  w h i c h  w a s  r e s i s t a n t  to t h e  a m i n o  a c i d  s t r i p p i n g  t e c h n i q u e  

e m p l o y e d .  In  t h i s  c a s e ,  r a d i o a c t i v e  l a b e l  c o u l d  o n ly  be  

i n t r o d u c e d  in  e x c h a n g e  r e a c t i o n s  - a n  u n l i k e l y  p o s s i b i l i t y .

(b) C o n f i g u r a t i o n a l  c h a n g e s  o c c u r r e d  i n  t h e  t R N A  d u r i n g  

e x t r a c t i o n  w h i c h  p r e v e n t e d  o r  s l o w e d  a m i n o  a c i d  e s t é r i f i c a t i o n ,
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(c) M a l f u n c t i o n  o c c u r r e d  in  v i t r o  of a n  a m i n o a c y l - t R N A  

t r a n s f e r a s e  th e  in  v ivo a c t i v i t y  o f  w h i c h  w a s  to c a t a l y s e  th e  

a t t a c h m e n t  of th e  a p p r o p r i a t e  a m i n o  a c i d  to th e  ' n e w '  o r  

^ m o d i f ied '  tR N A .

2. T h e  a m i n o a c y l  d e r i v a t i v e  of  the  ' n e w ' o r  ' m o d i f i e d '  tR N A  

m a y  h a v e  b e e n  l a b e l l e d  b u t  t h e  e s t e r  b o n d ,  a l t h o u g h  m a i n t a i n e d  

a t  t h e  p H  b e l i e v e d  o p t i m a l  f o r  i t s  s t a b i l i t y  (5. 5), did  n o t  

s u r v i v e  th e  s u b s e q u e n t  c h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e s ,

3. T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  u s e d  m a y  h a v e  f a i l e d

to  s e p a r a t e  t h e  ' n e w '  o r  ' m o d i f i e d '  a m i n o a c y l - t R N A  s p e c i e s  

f r o m  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p r e - e x i s t i n g  h o s t  a m i n o a c y l - t R N A s .

4. T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  u s e d  m a y  h a v e  r e s u l t e d  in 

t h e  e l u t i o n  of  t h e  ' n e w '  o r  'm o d i f i e d '  a m i n o a c y l - t R N A  s p e c i e s

in  a  p o s i t i o n  o u t  w i t h  t h a t  n o r m a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  a m i n o a c y l - t R N A s

i. e .  i n  a  r e g i o n  n o t  e x a m i n e d  f o r  r a d i o a c t i v i t y .

5. T h e  t R N A  s p e c i e s  in  q u e s t i o n  a l t h o u g h ,  p e r h a p s ,  p r e s e n t  

l o c a l l y  in  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  m a y  h a v e  r e p r e s e n t e d  s u c h  a 

s m a l l  p e r c e n t a g e  of  t h e  t o t a l  c e l l u l a r  p o p u l a t i o n  a s  to h a v e  

b e e n  u n d e t e c t a b l e  a f t e r  d e s t r u c t i o n  o f  c e l l  c o m p a r t m e n t a t i o n .
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E a c h  of t h e s e  a l t e r n a t i v e s  i s  n o w  d i s c u s s e d .

1 (a) In v i e w  o f  r e p o r t s  o n  th e  l a b i l i t y  of  a m i n o a c y l - t R N A  

e s t e r  b o n d s  to  i n i i d  a l k a l i n e  h y d r o l y s i s ,  ( G a t i c a ,  A l l e n d e ,  

M o r a ,  A l l e n d e  & M e d i n a ,  1966) th e  in  v i t r o  u n l o a d i n g  

c o n d i t i o n s  u s e d  s h o u l d  b e  m o r e  t h a n  a d e q u a t e  to  h y d r o l y s e  

a l l  t h e  a m i n o a c y l - b o n d  s. I t  i s ,  h o w e v e r ,  kn o w n  t h a t  in  

c e r t a i n  c a s e s  t h e  b o n d  s t a b i l i t y  i s  a l t e r e d .  F o r  i n s t a n c e ,

N - a c y l  a m i n o  a c i d  d e r i v a t i v e s  a r e  e s t e r i f i e d  to  t R N A  by 

b o n d s  w h i c h  a r e  m o r e  s t a b l e  a t  h i g h  p H  t h a n  a r e  t h e  % - 

c o r r e s p o n d i n g  b o n d s  b e t w e e n  a m i n o  ac-id a n d  tR N A ,  A l s o ,  

tRNA^*^*^' c a n  b e  i s o l a t e d  a t t a c h e d ^  in  th e  3 'O H  o r  2 'O H  

p o s i t i o n ,  to  a  ’p r o t e c t o r '  s u b s t a n c e  by  a n  a l k a l i  r e s i s t a n t  

b o n d  ( Y e g ia n  & S t e n t ,  1969b) .  T h e  o c c u r r e n c e  o f  s u c h  

i s o l a t e d  c a s e s  d o e s  n o t  s e e m  s u f f i c i e n t  r e a s o n  to r e g a r d  t h i s  

a l t e r n a t i v e  a s  p l a u s i b l e ,  e s p e c i a l l y ,  s i n c e  a  ' p r o t e c t o r '  t y p e  

s u b s t a n c e  w o u l d  b e  e n z y m i c  a l l y  r e m o v e d  d u r i n g  m  v i t r o  

a m i n o a c y l a t i o n .

1(b) T h e  a l t e r n a t i v e  s u g g e s t i o n  o f  c o n f i g u r a t i o n a l  a l t e r a t i o n s  

in  t h e  t R N A  i s  a l s o  u n l i k e l y .  I n i t i a l l y  s u c h  a n  e x p l a n a t i o n  

a p p e a r e d  h i g h l y  f e a s i b l e ,  s i n c e  the  c o n d i t i o n s  d u r i n g  t R N A  

e x t r a c t i o n  ( E D T A  a n d  p h e n o l )  c o u ld  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  t h o s e
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d o c u m e n t e d  a s  c a u s i n g  ' d é n a t u r a t i o n '  o f  t R N A  ( L i n d a h l  e t  al.^ 

1967;  G a r t l a n d  h  Sue  o k a ,  1966). ' D é n a t u r a t i o n '  i s  t h e  

t e r m  a p p l i e d  to  th e  c o n v e r s i o n  of  o n e  c o n f i g u r a t i o n a l  f o r m  

of  t R N A  w h i c h  i s  c a p a b l e  of a c c e p t i n g  a m i n o  a c i d s  to a n o t h e r  

w h i c h  no  l o n g e r  d o e s  so .  It  h a s  o n ly  b e e n  o b s e r v e d  i n  r e s p e c t  

to c e r t a i n  t y p e s  of  tR N A ,  th e  i d e n t i t y  o f  w h i c h  d e p e n d e d  on  the  

o r g a n i s m  a n d  o n  th e  a m i n o  a c i d  i n v o lv e d .  A  'new' s p e c i e s  of 

t R N A  m i g h t  t h e r e f o r e  be  p r e s e n t  b u t  in  (a) a  f o r m  c o m p l e t e l y  

i n c a p a b l e  of  u n d e r g o i n g  e n z y m i c  a c y l a t i o n  o r  (b) a  f o r m  

i n c a p a b l e  of  u n d e r g o i n g  e n z y m i c  a c y l a t i o n  a t  a  r a t e  c o m p a r a b l e  

w i t h  t h a t  of t h e  c o r r e s p o n d i n g  c e l l u l a r  t R N A  s p e c i e s  ( Y e g ia n  

& S t e n t ,  1 9 6 9a ) .  H o w e v e r ,  no  a p p a r e n t  d i f f e r e n c e s  r e s u l t e d  

f r o m  r e n a t u r a t i o n  b y  s i t e  b in d in g  of Mg ( L i n d a h l ,  A d a m s  & 

F r e s c o ,  1966)  a n d  i t  m a y ,  t h e r e f o r e ,  b e  c o n c l u d e d  t h a t  s u c h  

a n  e x p l a n a t i o n  i s  i n v a l i d  in  t h e  s y s t e m  u s e d .  I t  s h o u l d ,  

h o w e v e r ,  b e  n o t e d  t h a t  l e u c y l - t R N A  F  (an  e x p r e s s i o n  of  

p h a g e  f u n c t i o n )  o n c e  u n l o a d e d  b y  e x p o s u r e  to  h i g h l y  a l k a l i n e  

c o n d i t i o n s  c a n n o t  b e  r e l o a d e d  d u e ,  i t  i s  t h o u g h t ,  to  d e g r a d a t i o n ,  

o f  th e  tR N A  (K ano  - Sue  o k a  h  Sue  o k a ,  1966) .  T h e r e  a r e ,  a l s o ,  

r e p o r t s  o f  a  s p e c i e s  of  tR N A ^ ^ ^ ^ ^ ^ '  w h i c h  c a n n o t  a c c e p t  

i s o l e u c i n e  w h e n  in  a  r e d u c e d  s t a t e  ( Y e g i a n  & S t e n t ,  196 9 (a )  (b) )



196.

I t  m a y  t h e r e f o r e ^  b e  t h a t  t h e  t R N A  c o n f i g u r a t i o n  c o u ld  b e  

a l t e r e d  in  a  c o m p l e t e l y  n o v e l ,  so  f a r  u n d e f i n e d , w a y .

A l t e r n a t i v e  l ( c )  w h i c h  i m p l i c a t e s  th e  t r a n s f e r a s e  

e n z y m e ,  c a n n o t  b e  so s u m m a r i l y  r e j e c t e d .  I t  c a n  be  

e n v i s a g e d  to  o c c u r  in  a t  l e a s t  two w a y s ,  o n e  of  w h i c h  

n e c e s s i t a t e s  t h e  p r o d u c t i o n  of  a  v i r u s  c o d e d  a m i n o a c y l - t R N A  

t r a n s f e r a s e .

(i) B y  i n v o l v i n g  e n z y m e  m a l f u n c t i o n ,  a l t e r a t i o n  in  th e  

p r o p e r t i e s  of tlie  t r a n s f e r a s e  m u s t ,  by  a n d  l a r g e ,  be  

p o s t u l a t e d  - ( p r o v i d e d  t h a t  t h e  u n l i k e l y  p o s s i b i l i t y  o f  a 

v e r y  l a b i l e  a s  y e t  u n d e t e c t e d  h o s t  t r a n s f e r a s e  i s  n o t  

c o n s i d e r e d ) .  In o t h e r  w o r d s ,  t h e  e x i s t e n c e  in  v iv o  of 

a  v i r u s  c o d e d  e n z y m e  o r  a  v i r u s  m o d i f i e d  h o s t  e n z y m e  i s  

a s s u m e d .  I t s  f u n c t i o n  w o u l d  be  to a c y l a t e  a  t R N A  (o r  

m o r e  t h a n  one )  r e c o g n i z i n g  C p G  c o n t a i n i n g  c o d o n s  a n d  i t s  

e n z y m i c  p r o p e r t i e s  m u s t  d i f f e r  m a r k e d l y  f r o m  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  h o s t  t r a n s f e r a s e .  P e r h a p s ,  t h e  d i f f e r e n c e  

c a n  b e  a s s i g n e d  in  o n e  of  t h e  f o l l o w in g  w a y s .  F i r s t l y ,  

t h e  i n f e c t e d  c e l l  e n z y m e  m a y  b e  so  l a b i l e  a s  to b e  

i n a c t i v a t e d  by  the  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e s .  C o n v e r s e l y ,  

t h e  i o n i c  c o n d i t i o n s  n o r m a l l y  e m p l o y e d  f o r  in  v i t r o
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a c y l a t i o n  m a y  n o t  b e  o p t i m a l  f o r  t h e  i n f e c t e d  c e l l  

e n z y m e , p e r h a p s  a s  r e g a r d s  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  

of  m a g n e s i u m  i o n s  a n d  A T P  ( N o v e l l i ,  1967) o r  a s  r e g a r d s  

m o n o v a l e n t  i o n s  s u c h  a s  a m m o n i u m  (Yu & H i r s h ,  1967; 

L o f t f i e l d  & E i g n e r ,  1967).  T h e  l a t t e r  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  

to  e n h a n c e  m a n y f o l d  th e  a c t i v i t y  o f  t r a n s f e r a s e s  w h i c h  

p r e v i o u s l y  a p p e a r e d  of  v e r y  m i n o r  c o n s e q u e n c e  (Yu, 1966), 

T h i r d l y ,  t h e  i n f e c t e d  c e l l  e n z y m e  m a y  h a v e  a  K m  w h i c h  

d i f f e r s  s u f f i c i e n t l y  f r o m  the  c o r r e s p o n d i n g  h o s t  e n z y m e  a s  

to  r e q u i r e  a n  e n t i r e l y  d i f f e r e n t  ana ino  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  

f o r  o p t i m a l  a c t i v i t y .  In t h i s  r e s p e c t ,  i t  s h o u l d  be  n o t e d  

t h a t  a  m u t a n t  s t r a i n  of E^ c o l i  h a s  b e e n  s h o w n  to p o s s e s s  

g l y c y l ,  h i s t i d i n y l  a n d  p h e n y l a l a n y l  t r a n s f e r a s e s  t h e  K m  

v a l u e s  f o r  w h i c h  d i f f e r  f r o m  t h o s e  i n  w i l d  t y p e  c e l l s  

( N e i d h a r d t ,  1966) .

(ii) T h e r e  a r e ,  h o w e v e r ,  o t h e r  e x p l a n a t i o n s  w h i c h  do n o t  

r e q u i r e  th e  f o r m a t i o n  o f  a  n e w  a m i n o a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e .  

H ig h  c o n c e n t r a t i o n s  of s o d i u m  c h l o r i d e  in  th e  a c y l a t i o n  

• m i x t u r e s  h a v e  b e e n  s h o w n  to c a u s e  a  t r a n s f e r a s e ,  

p r e v i o u s l y  c a p a b l e  o f  c a t a l y s i n g  h o m o l o g o u s  a n d  h e t e r o l o g o u s  

l o a d in g ,  to  c a t a l y s e  o n ly  h o m o l o g o u s  l o a d i n g  ( P e t e r k o f s k y ,
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G e e  & J e s e n s k y ,  1966) .  P e r h a p s ,  t h e r e f o r e ,  th e  

i o n i c  c o n d i t i o n s  p r o v i d e d  w e r e  n o t  t h o s e  r e q u i r e d  f o r  

t h e  h o s t  t r a n s f e r a s e  to a t t a c h  a n  a m i n o  a c i d  to  t h e  ' n e w '  

o r  ' m o d i f i e d '  t R N A  s p e c i e s  i. e.  to  p a r t a k e  i n  h e t e r o l o g o u s  

l o a d i n g .  T h e  e f f i c i e n c y  of c e r t a i n  a c y l a t i o n  r e a c t i o n s  

h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  to be  a f f e c t e d  b y  o r g a n i c  s o l v e n t s  

( L o f t f i e l d  & E i g n e r ,  1967) . T h e r e f o r e ,  i n  v i t r o  c o n d i t i o n s  

m a y  n o t  b e  r e p r o d u c i n g  th e  i d e a l  p h a s e  c o n d i t i o n s  

s t a b i l i s e d  i n  v iv o  b y  a  p a r t i c u l a r  ( m e m b r a n e - s o l u b l e )  

d i s t r i b u t i o n  of  th e  e n z y m e .

S i n c e  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  v i r u s  i n f e c t i o n  m a y  be  a s s o c i a t e d  

w i t h  c h a n g e s  i n  i n t r a c e l l u l a r  pH,  i o n i c  c o n d i t i o n s  o r  

c o m p a r t m e n t a t i o n  w h i c h  m a y  a f f e c t  th e  r a t e  o r  e x t e n t  of 

f u n c t i o n  of  a m i n o a c y l - t R N A  t r a n s f e r a s e s ,  a l l  t h e  r e a s o n s  j u s t  

e x a m i n e d  p r o v i d e  a  l o g i c a l  e x p l a n a t i o n  for t h e  f a i l u r e  to 

d e t e c t  a n y  a l t e r a t i o n  in  t h e  tR N A  p o p u l a t i o n .  P s e u d o  r a b i e s  

v i r u s  i n f e c t e d  R K  c e l l s  b e c o m e  v e r y  l e a k y  i n d e e d  a s  c o m p a r e d  

to  n o r m a l ,  ( Z e m l a ,  Goto  & Ka^plan, 1967) .  In a d d i t i o n ,  s u c h  

e x p l a n a t i o n s  a r e  o b v i o u s l y  m o r e  a t t r a c t i v e  s i n c e  t h e y  do n o t  

i n f e r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  n e w  e n z y m e  th e  f o r m a t i o n  o f  w h i c h  m i g h t  

r e q u i r e  t h e  p a r t i c i p a t i o n  of th e  p r o d u c t  of  th e  r e a c t i o n  c a t a l y s e d
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by  t h a t  e n z y m e .  T h e  h y p o t h e s i s  o u t l i n e d  a b o v e  i s  a l s o  

a t t r a c t i v e  s i n c e  i t  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  f a i l u r e  to  d e t e c t  a n y  

d i f f e r e n t  s p e c i e s  of  a r g i n y l ,  s e r y l ,  t h r e o n y l ,  l y s y l  a n d  

a l a n y l  - t R N A  i. e. a l l  t h e  v i r a l  i n d u c e d  a m i n o a c y l - t R N A s  

a r e  f o r m e d  w i t h  t h e  h i g h e s t  e f f i c i e n c y  u n d e r  c o n d i t i o n s  

i d e n t i c a l  to  th e  in  v iv o  e n v i r o n m e n t .  T h e  in  v i t r o l o a d i n g  

c o n d i t i o n s ,  t h e r e f o r e ,  a r e  c o n s i d e r e d  s u b o p t i m a l  f o r  a l l  the  

a m i n o a c y l a t i o n  r e a c t i o n s  a f f e c t e d  by  v i r u s  i n f e c t i o n .

2. T h e  f e a s i b i l i t y  o f  t h e  e x p l a n a t i o n  o u t l i n e d  in  p r o p o s a l  2

i. e. u n s t a b l e  a m i n o a c y l  e s t e r  bonds^ c a n n o t  b e  d i r e c t l y  

e s t a b l i s h e d .  T h e r e f o r e  i t  i s  i m p o s s i b l e  to  d r a w  f i r m  

c o n c l u s i o n s .  O n ly  two i n d i c a t i o n s  a r e  a v a i l a b l e .  F i r s t l y ,  

i t  i s  k n o w n  t h a t  a m i n o a c y l  m o e i t i e s  m a y  b e  l o s t  a t  p H  5 a n d  

t h a t  t h e  h a l f  l i v e s  r e p o r t e d  in  d i f f e r e n t  s y s t e m s  f o r  

a m i n o a c y l - t R N A s  do c o v e r  a  w id e  r a n g e  of  v a l u e s .  It 

c o u l d , t h e r e f o r e ^ b e  p o s s i b l e  t h a t  th e  s t a b i l i t y  o f  th e  e s t e r  

b o n d  in  c o n t r o l  a r g i n y l - t R N A  s a y ,  m a y  b e  c o n s i d e r a b l y  

h i g h e r  t h a n  t h a t  of  ' n e w '  a r g i n y l - t R N A  f r o m  i n f e c t e d  c e l l s .  

S e c o n d l y ,  a l l  t h e  a m i n o a c y l - t R N A s  e x a m i n e d  h a v e  b e e n  sh o w n  

s t a b l e  a t  l e a s t  f o r  1 h o u r  a t  37° a n d  p H  5. 5 (p. 167 ). It  

would ,  t h e r e f o r e ,  a p p e a r  t h a t  a b s e n c e  of  ana ino  a c i d  l a b e l
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c a n n o t  be  c o m p l e t e l y  e x p l a i n e d  on  t h i s  b a s i s .

3. T h e  e x p l a n a t i o n  a d v a n c e d  u n d e r  t h i s  h e a d i n g  i s  a v a l i d  

o n e .  T h a t  i s  to  s a y ,  t h e  d e t e c t i o n  of ' n e w '  o r  'm o d i f i e d '  

a m i n o a c y l - t R N A s  m a y  h a v e  .b e en  p r e c l u d e d  b y  th e  l i m i t e d  

r e s o l v i n g  p o w e r s  of  t h e  t e c h n i q u e s  e m p l o y e d .  U s i n g  th e  

c o r r e c t  t e c h n i q u e ,  a m i n o a c y l - t R N A  m o l e c u l e s  w h i c h  d i f f e r  

in  o n ly  o n e  o r  a  f e w  b a s e s  a r e  c l e a r l y  s e i ^ a r a t e d  ( G e f t e r  &. 

R u s s e l l ,  1969;  G o o d m a n  e ^ a d . ,  1968;  M a d i s o n ,  E v e r e t t  & 

K u n g ,  1966;  Z a c h a u  e t  a l .  ̂ 1966) ,  w h e r e a s  in  o t h e r  c a s e s ,  

m o l e c u l e s  o f  v e r y  d i f f e r e n t  b a s e  s e q u e n c e s  a r e  n o t  r e s o l v e d .  

F o r  i n s t a n c e ,  a  s p e c i e s  of  p r o l y l - t R N A  of  b a s e  s e q u e n c e  

h o m o l o g o u s  w i t h  T ^  D N A , i s o l a t e d  f r o m  T ^  i n f e c t e d  E_̂  c o l i , 

w a s  n o t  d e t e c t e d  b y  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( W e i s s  e t  a l . , 

1968) .  T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  s e l e c t e d  w e r e  

p e r h a p s  n o t  t h e  m o s t  a p p r o p r i a t e  f o r  r e  s o l v i n g  t h e  s t r u c t u r a l  

d i v e r g e n c i e s  o f  th e  s p e c i e s  i n v o l v e d .  H o w e v e r , a s  i t  i s  

i m p o s s i b l e  (a) to  e v e n  d e d u c e  w h e t h e r  p u t a t i v e  v i r a l  i n d u c e d  

s p e c i e s ,  i f  t h e y  e x i s t ,  a r e  m o d i f i e d  v e r s i o n s  o f  h o s t  c o d e d  

t R N A s  o r  a r e  t h e i m s e l v e s  v i r u s  c o d e d  o r  (b) to r i g o r o u s l y  

d e f i n e  t h e  c r i t e r i a  f o r  s p e c i e s  s e p a r a t i o n  o p e r a t i n g  in  th e  

c h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e s  a v a i l a b l e ,  a  r e a s o n e d  s e l e c t i o n
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c a n n o t  b e  m a d e .  U t i l i z a t i o n  of  o t h e r  c h r o m a t o g r a p h i c  

t e c h n i q u e s ,  s e l e c t e d  to  g iv e  a s  w id e  a  r a n g e  of s e p a r a t i o n  

c h a r a c t e r i s t i c s  a s  p o s s i b l e ,  m i g h t  p r o v i d e  m o r e  d e f i n i t e  d a t a ,

4 .  T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  v i r u s  induced^  o r  e v e n  v i r u s  m o d i f i e d  

a m i n o a c y l - t R N A  s p e c i e s ,  m i g h t  p o s s e s s  s u c h  n o v e l  s t r u c t u r a l  

c h a r a c t e r i s t i c s  a s  to  c h r o m a t o g r a p h  in  c o m p l e t e l y  a t y p i c a l  

p o s i t i o n s  m u s t  be  i n t r o d u c e d  in v i e w  of  t h e  g e l  f i l t r a t i o n  

d a t a  p r e s e n t e d  (p. 137 ). S u c h  a n  e x p l a n a t i o n ,  h o w e v e r ,  

a l t h o u g h  p o s s i b l y  t e n a b l e  f o r  M A K  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( w h e r e  f r a c t i o n s  e l u t i n g  a t  v e r y  h ig h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  

n o t  r i g o r o u s l y  e x a m i n e d ) ,  m u s t  be  e l i m i n a t e d  b y  th e  r e s u l t s  

o b t a i n e d  b y  D E A E  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  of T^ R N a s e  

d i g e s t s .  E n z y m i c  d i g e s t i o n  w o u ld  r e s u l t  i n  o l i g o n u c l e o t i d e  

p r o d u c t i o n ,  no  m a t t e r  t h e  o r i g i n a l  s t r u c t u r e  of  t h e  R N A .

5, T h e  e x p l a n a t i o n  p r o p o s e d  u n d e r  t h i s  h e a d i n g  c a n n o t  b e  

d i r e c t l y  e x a m i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  n o r  a s s e s s e d  t h e o r e t i c a l l y .  

R e f e r e n c e  to  r e p o r t e d ,  d a t a ,  s h o w s  t h a t  no  q u a n t i t a t i v e  

d i f f i c u l t i e s  w e r e  e x p e r i e n c e d  in  d e m o n s t r a t i n g  th e  e x i s t e n c e  

o f  T^  i^hage s p e c i f i e d  tR N A  n o r  in  d e t e c t i n g  a r g i n y l - t R N A  

s p e c i f i e d  b y  th e  r e l a t e d  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s .  I t  s h o u l d ,



h o w e v e r  b e  n o t e d  t h a t  in  th e  a m b e r  s u p p r e s s o r  s y s t e m  

o f  tR N A ^ ^ ^ '  s p e c i a l  c o n d i t i o n s  w e r e  i n t r o d u c e d  to  i n c r e a s e  

t h e  y i e l d  of  s u p p r e s s o r  t R N A  to a d e t e c t a b l e  l e v e l .

I t  may^ t h e r e f o r e / b e  c o n c l u d e d  t h a t  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  

s p e c i f i e s  a t  m o s t  4 t R N A  s p e c i e s  b u t  t h a t  a t  p r e s e n t  th e  i d e n t i f i c a t i o n  

of  t h e s e  s p e c i e s  h a s  n o t  b e e n  p o s s i b l e ,  p r o b a b l y  f o r  t e c h n i c a l  

r e a s o n s .

P s e u d o r a b i e s  v i r u s  d o e s  h o w e v e r  a p p e a r  to e f f e c t  a l t e r a t i o n s  

in  t h e  p a t t e r n  of  s y n t h e s i s  o f  low m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A s  - 4 s  a n d  

5s  R N A .  A  p r o g r e s s i v e  d e c r e a s e  in t h e  r a t i o  o f  4 s / 5 s  R N A  

s y n t h e s i s e d  p e r  u n i t  t i m e  w a s  d e t e c t e d  w i t h  t i m e  a f t e r  i n f e c t i o n .

T h i s  w a s ,  i n  t h e  m a i n ,  a t t r i b u t a , b l e  to  a  d e c r e a s e d  r a t e  of 4 s  R N A  

s y n t h e s i s  a l t h o u g h  a 1. 5 - 2  fo ld  i n c r e a s e  in  5s  R N A  s y n t h e s i s  w a s  

a l s o  d e t e c t e d .  I n v e s t i g a t i o n s  d e s c r i b e d  s h o w e d  t h a t  t h e  i n c r e a s e d  

5s  R N A  s y n t h e s i s  c o u ld  n o t  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  t h a t  r e p o r t e d  in  

a d e n o  2 v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s ,  w h i c h  p o s s e s s ^ l a t e  in  i n f e c t i o n , a  

l a r g e  a m o u n t  (10 t i m e s  n o r m a l )  of c y t o p l a s m i c  a l l y  l o c a t e d  5s 

m a t e r i a l  ( R e i c h  1966), W i th  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n ,

t h e  i n c r e a s e  i s  o b v i o u s l y  n o t  of  t h e  s a m e  m a g n i t u d e  a s  t h a t  

d e s c r i b e d  n o r  d o e s  i t  f i r s t  a p p e a r  a t  t h e  s a m e  p o s i t i o n  in  th e  

v i r a l  m u l t i p l i c a t i o n  c y c l e .  I n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r
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l o c a t i o n  of  t h e  5s  m a t e r i a l  in  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  

w e r e  i n c o n c l u s i v e  a l t h o u g h  s e p a r a t i o n s  a n d  e x t r a c t i o n s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  a t  a l l  t i m e s  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  of m a g n e s i u m  i o n s .  

T h a t  i s  to  s a y  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  w e r e  o p t i m a l  f o r  n o r m a l  

5s R N A  b i n d i n g  to r i b o s o m e s  ( S id d iq u i  & H o s o k a w a ,  1968) .

T h e  i n c r e a s e d  l e v e l  of 5 s  R N A  s y n t h e s i s ,  i f  g e n u i n e , c a n n o t  

t h e r e f o r e  b e  s i m p l y  e x p l a i n e d  a s  v i r u s  s p e c i f i e d  " n o r m a l "  5s 

m a t e r i a l .  I t s  e x a c t  n a t u r e  a n d  f u n c t i o n  r e m a i n  u n i d e n t i f i e d .

T h e  [ ^ h ] p u l s e  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  in  t h i s  r e p o r t  

s h o w e d  t h a t  a s  e a r l y  a s  2 h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n  t h e r e  e x i s t e d  in  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  a  s p e c i e s  o f  R N A  - t e r m e d  4“ S 

R N A  " n o t  d e t e c t a b l e  in  t h e  u n i n f e c t e d  c e l l s .  F r o m  i t s  g e l  

f i l t r a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s ,  i t  w a s  d e d u c e d  to  b e  e i t h e r  of h i g h e r  

m o l e c u l a r  w e i g h t  o r  to  h a v e  a  l e s s  c o m p a c t  s t r u c t u r e  t h a n  tR N A  

(4s), R e f e r e n c e  to  t h e  l i t e r a t u r e  i n d i c a t e d  t h a t  e x a m p l e s  o f  

R N A  d e t e c t e d  e l u t i n g  in  t h e  4 ^ s  r e g i o n  w e r e  d i v e r s e l y  i d e n t i f i e d

a s

(a) a g g r e g a t e s  o f  2 o r  m o r e  t R N A  m o l e c u l e s  ( S c h l e i c h  & 

G o l d s t e i n ,  1964; R o s c h e n t h a l e r  & F r o m a g e o t ,  196 5;

L o e h r  & K e l l e r ,  1968) .

(b) t R N A  s p e c i e s  s y n t h e s i s e d  a f t e r  p h a g e  i n f e c t i o n  of  E .  c o l i
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w i t h  T4  a n d  c o d e d  b y  t h e  T4 g e n o m e .  T h e s e  s p e c i e s  w e r e  

k n o w n  to  p o s s e s s  a b n o r m a l  s u l p h a t i o n  p a t t e r n s  a n d  to be  

c a p a b l e  o f  a c c e p t i n g  a m i n o  a c i d s .  M a t e r i a l  in  t h i s  p e a k  

d id  n o t  a p p e a r  to  m i g r a t e  to  the  4 s  p o s i t i o n  e v e n  a f t e r  

p r o l o n g e d  e x p o s u r e  to  th e  i s o t o p e .  C o n s e q u e n t l y  t h e s e  s p e c i e s  

w e r e  t h o u g h t  to r e p r e s e n t  ' m a t u r e '  t R N A s  s p e c i f i e d  by  T4 

( W e i s s  e ^ a R ,  1968).

(c) t R N A  p r e c u r s o r s ,  s o m e t i m e s  t e r m e d  p r e - t R N A s ,  a s  

d e t e c t e d  in  K r e b s  II a s c i t e s  c e l l s .  T h e s e  s p e c i e s  a p p e a r e d  

v e r y  r a p i d l y  in  t h e  c y t o p l a s m  a n d  w e r e  d e f i c i e n t  i n  m e t h y l a t e d  

b a s e s  ( B u r d o n ,  M a r t i n  &; L a i ,  1967).  In  v iv o  t h e y  w e r e  

q u i c k l y  c o n v e r t e d  to  4 s  R N A  (10 m i n u t e s  i n  BHK 2 1 /1 3), w h i l e  

a n  a l m o s t  i d e n t i c a l  c o n v e r s i o n  w a s  a c h i e v e d  in  v i t r o  by  

e x p o s u r e  of t h e  R N A  to c o n d i t i o n s  k n o w n  to c a u s e  s p e c i f i e d  

c o n f i g u r a t i o n a l  c h a n g e s  of t R N A s  ( B u r d o n ,  1967) .  In  p a r t i c u l a r ,  

t h e  c o n d i t i o n s  w e r e  k n o w n  to c a u s e  c o n v e r s i o n ,  w i t h o u t  

a l t e r a t i o n  of  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  of a n  o p e n  a s s y m e t r i c a l  

m o l e c u l e  to  t h e  m o r e  c o m p a c t  ( p r e s u m a b l y  c l o v e i T e a f )  

c o n f i g u r a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c  of ' m a t u r e  ' tR N A .  M o n i t o r i n g  

u n d e r  d i f f e r e n t  i o n i c  c o n d i t i o n s  c o n f i r m e d  t h a t  t h e  a l t e r a t i o n  

o b s e r v e d  w a s  n r a i n l y  a  c o n f i g u r a t i o n a l  o n e .  A l t h o u g h  t h e
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p r o d u c t  f o r m e d  by  t h i s  t e c h n i q u e  w a s  s t i l l  f r a c t i o n a l l y  

l a r g e r  t h a n  ' m a t u r e '  tR N A ^ th e  n e w  c o m p o n e n t s  w e r e  

c o n s i d e r e d  to  b e  p r e c u r s o r s  of t R N A  d e t e c t e d  p r i o r  to 

m é t h y l a t i o n ,  p e r h a p s ,  w i th  a n  o p e n  c o n f i g u r a t i o n  o r  w i t h  a  

s l i g h t l y  l o n g e r  b a s e  s e q u e n c e  t h a n  t h e  m a t u r e ' R N A  ( B u r d o n  & 

C l a s o n ,  1969).

T h e  4 ^  s m a t e r i a l  d e t e c t e d  in  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  

d i s p l a y e d  s e v e r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  in  c o m m o n  w i t h  th e  p u t a t i v e  

tR N A  p r e c u r s o r s ,  in  t h a t ,  no m e t h y l  g r o u p s  ( d e r i v e d  f r o m  

m e t h y l  m e t h i o n i n e )  w e r e  d e t e c t e d  an d  t h a t  t h e  m o l e c u l e s  w e r e  

s h o r t  l i v e d  in  t h i s  f o r m  a n d  w e r e  r a p i d l y  c o n v e r t e d  in  v iv o  to  4 s  

R N A  (in c o n t r a s t  to  t h e  T^  p h a g e - c o d e d  R N A  s p e c i e s ) .  F u r t h e r  

in  v i t r o  e x p e r i m e n t s ^ h o w e v e r ,  f a i l e d  to d e m o n s t r a t e  i n t e r c o n v e r s i o n  

of  t h e  s p e c i e s  by  th e  r e n a t u r a t i o n  t e c h n i q u e s  a l r e a d y  m e n t i o n e d  

( L i n d a h l ,  A d a m s  & F r e s c o ,  1966).  It  w a s ,  h o w e v e r ,  p o s s i b l e  to 

e f f e c t  a  c o n s i d e r a b l e  m e a s u r e  of  c o n v e r s i o n  in  v i t r o by  i n c u b a t i o n  

o f  t h e  4‘2's m a t e r i a l  w i t h  c r u d e  e x t r a c t s  o f  u n i n f e c t e d  (but  n o t  

i n f e c t e d )  c e l l s .

A s s u m i n g  t h a t  t h e  R N A  m o l e c u l e s  u n d e r  c o n s i d e r a t i o n  a r e  

s i m i l a r  to t h o s e  r e p o r t e d  in  K r e b s  II a s c i t e s  c e l l s  - i. e.  a r e  

p r e - t R N A S j  i t  i s  i n t e r e s t i n g  to s p e c u l a t e  o n  t h e  n a t u r e  of th e
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c a u s a t i v e  v i r u s  i n d u c e d  m e t a b o l i c  c h a n g e s .  4 ^ s  R N A  c a n n o t  

o n l y  b e  a n  i n t e r m e d i a t e  p e c u l i a r  to  t h e  s y n t h e s i s  of v i r u s  c o d e d  

tR N A  s i n c e  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  a r e  i n c a p a b l e  o f  e f f i c i e n t l y  

c o n v e r t i n g  i t  to  m a t u r e '  v i r u s  c o d e d  tR N A .  S i m i l a r  r e a s o n i n g  

a l s o  p r e c l u d e s  th e  i d e n t i f i c a t i o n  of a l l  4-^s R N A  a s  a, h o s t  

s p e c i f i e d  v i r u s  m o d i f i e d  p r e c u r s o r  of a  v i r u s  i n d u c e d  tR N A .

(T h e  p r e s e n c e  o f  v e r y  low  l e v e l s  of v i r u s  s p e c i f i e d  o r  m o d i f i e d  

tR N A  c a n n o t  b e  p r e c l u d e d  on  th e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a v a i l a b l e ) .

T h e  m a j o r i t y  o f  t h i s  s p e c i e s  m u s t , h o w e v e r ,  r e p r e s e n t  a  h o s t  c e l l  

s p e c i f i e d  R N A  w h i c h  i s  a  n o r m a l  i n t e r m e d i a t e  i n  t h e  s y n t h e s i s  of 

m a t u r e  4 s  R N A  b u t  w h i c h  u s u a l l y  i s  so  t r a n s i e n t  a s  to r e m a i n  

u n d e t e c t e d .  T w o  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  c o n s i s t e n t  w i t h  th e  

e x p e r i m e n t a l  d a t a  w h i c h  w o u l d  r e s u l t  in  a  d i m i n i s h e d  r a t e  of  

m a n u f a c t u r e  o f ‘m a t u r e ' t R N A  a r e  d i s c u s s e d  b e lo w .

A c c u m u l a t i o n  o f  R N A  in  i n f e c t e d  c e l l s  m a y  r e s u l t  f r o m  

c h a n g e s  r e n d e r i n g  t h e  4“ s to  4 s  c o n v e r s i o n  s t a g e  r a t e  l i m i t i n g .

T h i s  m a y  b e  d u e  to  a  d e c r e a s e  in  th e  l e v e l  o f  a c t i v i t y  o f  o n ly  o n e  of  

t h e  m a t u r a t i o n  e n z y m e s  ( n a m e l y  t h a t  i n v o l v e d  in  t h e  c o n v e r s i o n  

r e a c t i o n ) .  T h i s ,  in  t u r n ,  m e a n s  t h a t  e i t h e r  t h e  c o r r e s p o n d i n g  

e n z y m e  of  t h e  h o s t  i s  i n h i b i t e d  to  a  l i m i t e d  e x t e n t  o r  i t s  r o l e  

a s s u m e d  by  a  ' n e w ' ,  l e s s  e f f i c i e n t ,  e n z y m e ,  (i. e .  i n f e c t e d  c e l l
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e x t r a c t s  c o n t a i n  (a) a  p a r t i a l l y  e f f e c t i v e  h o s t  e n z y m e  i n h i b i t o r  

o r  (b) a  m o r e  e f f e c t i v e  i n h i b i t o r  a n d  a  v i r u s  i n d u c e d  e n z y m e ) .

E i t h e r  p o s s i b i l i t y  f i t s  t h e  d a t a  o b t a i n e d  b y  in  v i t r o  m o d i f i c a t i o n .  

M e t h y l a s e s ,  t h i o l 3 . s e s a n d  t R N A  m o d i f y i n g  e n z y m e s  in  g e n e r a l  

a r e  o b v i o u s  c a n d i d a t e s .  T h e  a p p e a r a n c e  o f  s p e c i f i c  u n d e r  m o d i f i e d  

t R N A s  ( w h ic h  do n o t  c o n t a i n  2 - m e t h y l t h i o ,  6N (y, y d i m e t h y l a l l y l )  

a d e n y l i c  a c i d )  h a v e  b e e n  c o r r e l a t e d  w i t h  p h a g e  0  80 i n f e c t i o n .

S i n c e  t h e  4 ^ s  R N A  h a s  b e e n  s h o w n  to  b e  d e f i c i e n t  in  m e t h y l  

g r o u p s  a n d  in  v i e w  of t h e  a l t e r e d  m e  th y  l a  s e  p a t t e r n  a n d  the  

i n d u c t i o n  of  v i r u s  s p e c i f i e d  n r  e t h y  la  s e  i n h i b i t o r  in  p h a g e  s y s t e m s ^  

t h e  e n z y m e  i s  m o s t  p r o b a b l y  a m e  th y  l a  s e  ( W a in f a n ,  1968) .  U n l ik e  

t h e  s i t u a t i o n  in  K r e b s  II a s c i t e s  c e l l s ,  t h e  c o n f i g u r a t i o n a l  c h a n g e s  

r e q u i r e d  to  c o n v e r t  t h e  o p e n  4” s c o n f i g u r a t i o n  to  t h e  c o m p a c t  

c l o v e r  l e a f  s t r u c t u r e  of  4 s  R N A  c a n n o t  o c c u r  w i t h  u n m o d i f i e d  tR N A  

p r e c u r s o r .  A l t h o u g h  t h e  s y s t e m  o u t l i n e d  a p p e a r s  p e r f e c t l y  f e a s i b l e ,  

i t  s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  m o d i f i c a t i o n  h a s  b e e n  th o u g h t ,  in  c e r t a i n  

c a s e s ,  to  r e q u i r e  a s  s u b s t r a t e  R N A  a l r e a d y  in  t h e  c l o v e r l e a f  

s t r u c t u r e ,  a n d  t h a t  u n d e r  m e t h y l a t e d  t R N A  a c c e p t s  a m i n o  a c i d s  

w h e r e a s  c o n f i g u r a t i o n a l l y  i n c o r r e c t  t R N A  s p e c i e s  do n o t .

A n  a l t e r n a t i v e  h y p o t h e s i s  w o u ld  a s s u m e  t h a t  in  n o r m a l  c e l l s  

t h e  i m a c h i n e r y  f o r  t R N A  p r o d u c t i o n  i s  m e m b r a n e  l o c a t e d  a n d  t h a t
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on  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  s o l u b i l i z a t i o n  of  t h e  r e q u i s i t e  

e n z y m i c  t e a m s  o c c u r s ,  d u e  to  c e l l u l a r  d i s i n t e g r a t i o n .  In o t h e r  

w o r d s ,  a  r a p i d  c o n v e r s i o n  of  4 y s  to  4 s  i s  n o r m a l l y  m e d i a t e d  b y  a 

r e a c t i o n  s e q u e n c e  c o n t r o l l e d  s t e r e o c h e m i c a l l y  b y  s p a t i a l  e n z y m i c  

a r r a n g e m e n t  ( a k in  to  t h e  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  p a r t i c l e s  of 

m i t o c h o n d r i a ) .  In  p s e u d o  r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s ,  th e  

e f f i c i e n c y  a n d  r a p i d i t y  o f  th e  p r o c e s s  i s  s e v e r e l y  d i m i n i s h e d  a n d  

t h i s  i s  r e f l e c t e d  i n  th e  i n a b i l i t y  o f  i n f e c t e d  c e l l  e x t r a c t s  to  c a t a l y s e  

4 s  p r o d u c t i o n .  I t  m u s t ,  of  c o u r s e , b e  a s s u m e d  t h a t  e x t r a c t i o n  

t e c h n i q u e s  do n o t  d e s t r o y  t h e  f u n c t i o n a l  e n z y m i c - p a r t i c l e s  

a n d  t h a t  th e  s y s t e m  n e e d  n o t  s t a r t  f r o m  s c r a t c h  b u t  c a n  a c c e p t  

i n t e r m e d i a r y  s p e c i e  s. T h e  s y s t e m  s e e m s  q u i t e  r e a s o n a b l e  

e s p e c i a l l y  s i n c e  i t  i s  k n o w n  t h a t  p r o f o u n d  c y t o p a t h i c  c h a n g e s  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  a n d  t h a t  p r e - t R N A s  

a r e  n o r m a l l y  l o c a t e d  in  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .

In  c o n c l u s i o n ,  t h e r e f o r e ,  i t  w o u ld  a p p e a r  t h a t  a f t e r  

p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t i o n  of  B H K 2 1 / 1 3  c e l l s ,  c h a n g e s  in  th e  

low  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  c o m p o n e n t s  do o c c u r .  In  p a r t i c u l a r ,  

i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  n o r m a l  t R N A  m a t u r a t i o n  p r o c e s s e s  a r e  s lo w e d  

a n d  i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t s  a c c u m u l a t e ,  t h a t  a  n e w  o r  a l t e r e d  5s 

R N A  s p e c i e s  m a y  b e  p r e s e n t  a n d  t h a t  a p r o p o r t i o n  of th e  4 s  R N A
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s y n t h e s i s e d  in  i n f e c t e d  c e l l s  i s  s p e c i f i e d  b y  t h e  v i r a l  g e n o m e .

T h e  l a t t e r  4 s  R N A  o c c u p i e s  0, 15% of  th e  v i r a l  D N A  a n d  

p o s s e s s e s  a l l  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  of  tR N A .  A t  m o s t ,  t h e r e f o r e ,  

a  v i r a l  D N A  m o l e c u l e  w o u l d  s p e c i f y  4 t R N A  m o l e c u l e s .  

I d e n t i f i c a t i o n  of  t h i s  4 s  R N A  c o m p o n e n t  in  a n  a m i n o a c y l a t e d  f o r m  

h a s  n o t , h o w e v e r ,  b e e n  e s t a b l i s h e d  in  th e  t R N A  p o p u l a t i o n s  so  f a r  

e x a m i n e d .  T h i s  f a i l u r e  i s  p r o b a b l y  a t t r i b u t a b l e  to t e c h n i c a l  

l i m i t a t i o n s .  I t  w o u l d  o b v i o u s l y  b e  i n t e r e s t i n g  to  e x t e n d  t h e  

i n v e s t i g a t i o n s  of a m i n o a c y l - t R N A  p o p u l a t i o n s  b y  u t i l i z i n g  o t h e r  

t e c h n i q u e s ,  s a y ,  a n d  to  e x a m i n e  m o l e c u l a r  h y b r i d i s a t i o n  of  

r s - d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  a m i n o a c y l - t R N A  w i t h  v i r a l  DNA.
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A P P E N D I X

IN T R O D U C T IO N

E l u c i d a t i o n  of t h e  e f f e c t  of  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  

i n f e c t i o n  on  th e  t R N A  p o p u l a t i o n s  of the  h o s t  B H K  2 1 / 1 3  

c e l l ,  i n  f u r t h e r a n c e  of  th e  d a t a  r e v i e w e d  in  t h e  

i n t r o d u c t o r y  s e c t i o n  (p 6 3 . ) ,  w a s  u n d e r t a k e n .  T h e

p r o c e d u r e  i n v o l v i n g  D E A E  c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  of  

T j . R N a s e  d i g e s t s  of h o s t  a n d  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  

i n f e c t e d  a . m i n o a c y l - t R N A s  w a s  u s e d  ( i s h i d a  & M i u r a ,  1965;  

H e r b e r t ,  S m i t h  & W i l s o n ,  1964) .  In  p a r t i c u l a r ,  t h e  

a r g i n y l - t R N A  a n d  th e  s e r y l - t R N A  p o p u l a t i o n s  w e r e  e x a n n in e d  

T h e  e x a c t  m e t h o d s  u s e d  w e r e  i d e n t i c a l  to  t h o s e  a l r e a d y  

d e s c r i b e d  f o r  p s e u d o r a b i e s  v i r u s  i n f e c t e d  s y s t e m s  a n d  th e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  a r e  o u t l i n e d  b e l o w .

R E S U L TS

A r g i n y l - t R N A  in  H e r p e s  S i m p l e x  V i r u s  I n f e c t e d  C e l l s  

F i g .  39 s h o w s  th e  p a t t e r n  o b t a i n e d  o n  D E A E  c e l l u l o s e  

c h r o m a t o g r a p h y  of t h e  c o m p o n e n t s  of a  T ^ R N a s e  d i g e s t  of 

a  m i x e d  t R N A  p r e p a r a t i o n  f r o m  u n i n f e c t e d  a n d  h e r p e s  

s i m p l e x  v i r u s  i n f e c t e d  B H K  21 / 1 3 c e l l s .



F i g u r e  39.

C o m p a r i s o n  of A r g i n y l - t R N A  f r o m  N o n - i n f e c t e d  a n d  H e r p e ^

Si m p l e x  V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 I / I 3  C e l l s  b y  C o - c  h r  o m a  to g r  ap  hy

ofl TjiR N a s e  D i g e s t i o n  P r o d u c t s  on  D F A E  C e l l u l o s e .

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d  

B H k !2 1 / 1 3  c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6. 5 h r  s .  P .  I. a t  a  m u l t i p l i c i t y  of

e x p o s u r e  of  15 P F U  p e r  c e l l  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s .  The

' ■ Pi X ""4 -  ̂ _
p r e p a r a t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h  [ C j  a r g i n i n e

( n o n - i n f e c t e d )  a n d  [ ^ h J a r g i n i n e  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  d e p r o t e i n -

i s a t i p n ,  th e  i s o l a t e d  a m i n o  a c y l -  tR N  A s  w e r e . m i x e d  a n d  t h e  T j R N a s e

d i g e s t i o n  p r o d u c t s  of  500 ;j,g. o f  t h e  m i x t u r e  d e p r o t e i n i s e d  a n d

c h r o m a t o g r a p h e d  a t  4*̂  on  a  1 x  5 c m .  c o l u m n  of  D E A E  c e l l u l o s e .

A  l i n e a r  g r a d i e n t  of  a m m o n i u m  f o r m a t e ,  p H  5. 5 w a s  u s e d  f o r

e l u t i c n  a n d  3 m l .  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  E a c h  f r a c t i o n  w a s

m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  260 m p ,  f o r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  fo r

t o t a l r a d i o a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e ,  

■“  ^ 2 6 0

—-  c t s .  / m i n .  / 2  m l .  of  f r a c t i o n .

—  c t s .  / m i n ,  / 2  m l .  o f  f r a c t i o n .

A m m o n i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) ,
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T h e  R N A  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  l a b e l l e d  w i t h I d ]  a r g i n i n e  

( h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  i n f e c t e d )  a n d [ ^ a r g i n i n e  ( n o n ­

i n f e c t e d ) .  T h e r e  a r e  4 p e a k s  o f [ ^H'.] r a d i o a c t i v i t y  

e l u t i n g  a t  60 m M ,  80 m.M, 95 m M  a n d  130 m M - 

a m m o n i u m  f o r m a t e  a n d  2 p e a k s  of [^"^c] r a d i o a c t i v i t y  

a t  95 m M  a n d  130 m M .  T h e  a p p e a r a n c e  in  t h e  i n f e c t e d  

p r e p a r a t i o n s  of 2 p e a k s ,  a t  60 m M  a n d  80 m M ,  w h i c h  

c o n t a i n  o n l y [ c o u n t s  i n d i c a t e s  t h a t  a t  l e a s t  o n e ,  a n d  

p r o b a b l y  t w o , n e w  s p e c i e s  of  a r g i n y l - t R N A  a r e  p r e s e n t ,  

i n  h e r p e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s .  I t  c a n  a l s o  be  c o n c l u d e d ,  

f r o m  th e  m o l a r i t y  of  e l u t i o n ,  t h a t  th e  t e r m i n a l  n u c l e o t i d e  

s e q u e n c e s  a t  t h e  3' e n d  of  t h e s e  s p e c i e s  d i f f e r  f r o m  t h o s e  

of th e  c e l l u l a r  a r g i n y l - t R N A  in  t h a t  th e  f i r s t  g u a n o  s in e  

r e s i d u e s  a r e  n e a r e r  to  th e  p ^ p ^ p - ^  t e r m i n a l  e n d .  T h e  

b a c k g r o u n d  c o r r e c t e d [  ^ h ] c o u n t s  in  th e  4 p e a k s  a r e  362:

190: 886: 438:  r e s p e c t i v e l y ,  w h i l e  th e  [ c o u n t s  a r e  

600:  2 70 .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a b o u t  30% o f  th e  a r g i n y l -  

tR N A  in  h e r p e s  v i r u s  i n f e c t e d  c e l l s  a t  6 . 5  h o u r s  p o s t  

i n f e c t i o n ,  i s  v i r u s  i n d u c e d .  C a l c u l a t i o n  o f  t h e  r a t i o  o f  t o t a l  

r a d i o a c t i v i t y  in  t h e  p e a k  c e n t r e d  a t  95 m M  to  t h a t  in  the  

p e a k  c e n t r e d  a t  130 m M  g i v e s  a v a l u e  o f  2 , 0 / l  in  th e  c a s e  

o f  th e  h e r p e s  s i m p l e x  i n f e c t e d  p r e p a r a t i o n  a n d  2.  2 / l  i n  the

c a s e  of  t h e  c o n t r o l .



T h e s e  v a l u e s  a p p e a r  to  b e  th e  s a m e  w i t h i n  th e  l i m i t s  

of  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  I t  w o u ld ,  t h e r e f o r e ,  a p p e a r  

t h a t  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s  i n f e c t i o n  n e i t h e r  i n d u c e s  a n y  

n e w  a r g i n y l  - tR N A  s p e c i e s  w i t h  a  t e r m i n a l  b a s e  s e q u e n c e  

i d e n t i c a l  to  t h a t  of h o s t  s p e c i f i c  a r g i n y l - t R N A ,  n o r  

s e l e c t i v e l y  s t i m u l a t e s  th e  p r o d u c t i o n  of a s i n g l e  s p e c i e s  

of  the  h o s t  a r g i n y l - t R N A .  T h e  a l t e r a t i o n  in  the  

p o p u l a t i o n  _f a r g i n y l - t R N A  s p e c i e s  in  i n f e c t e d  c e l l s  i s ,  

t h e r e f o r e ,  c o m p l e t e l y  a t t r i b u t a b l e  to  th e  s y n t h e s i s  of  1 o r  

2 s p e c i e s  of  t R N A ,  the  b a s e  s e q u e n c e  o f  w h i c h  d o e s  n o t  

c o r r e s p o n d  w i t h  t h a t  of th e  u n i n f e c t e d  host; c e l l  s p e c i e s ,  

S e r y l - t R N A  in  H e r p e s  S i m p l e x  V i r u s  I n f e c t e d  C e l l s

I l l u s t r a t e d  in  F i g .  40 i s  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  p r o f i l e ,  

o n  D E A E  c e l l u l o s e ,  of o l i g o n u c l e o t i d e s  p r o d u c e d  b y  

T ^ R N a s e  d i g e s t i o n  of m i x e d l y  l a b e l l e d  p r e p a r a t i o n s  of 

s e r y l - t R N A  f r o m  u n i n f e c t e d  [ ^ n ] a n d  h e r p e s  v i r u s  i n f e c t e d  

[ ^ ^ c ]  B H K  2 1 / 1 3  c e l l s .  T h e r e  a r e  3 p e a k s  i n  th e  i n f e c t e d  

p r e p a r a t i o n  e l u t i n g  a t  50 m M ,  75 m M  o r  100 m M  - a m m o n i u m  

f o r m a t e ,  t h e  t o t a l  n u m b e r  of ^ c ] ^ d i s i n t e g r a t i o n s  in  e a c h  

p e a k  b e i n g  2 1 , 4 6 0 :  2 , 8 4 0 :  2 , 6 6 0 .  T h e  c o n t r o l  p r e p a r a t i o n

h a s  a  s i n g l e  m a j o r  p e a k  e l u t i n g  a t  50 m M  - a m m o n i u m  

f o r m a t e .



Co

F i g u r e  4 0 .

m p a r i s o n  o f  S e r y l - t R N A  f r o m  N o n » i n f e c t e d  a n d  H e r p e s  S i m p l e x

V i r u s  I n f e c t e d  B H K 2 I / I 3  C e l l s  b y  C o - c h r o m a t o g r a p h y  o f  T ^R N a s e

D i g e s t i o n  P r o d u c t s  o n  D E A E  C e l l u l o s e .

s R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  n o n - i n f e c t e d  

BI-fK21/13  c e l l s  a n d  f r o m  c e l l s  6. 5 h r  s .  P .  1, a t  a  m u l t i p l i c i t y  o f

e x p o s u r e  o f  15 P F U  p e r  c e l l  w i t h  h e r p e s  s i m p l e x  v i r u s .  T h e

I , f3 , . ■ , -
p r e p a r a t i o n s  w e r e  s e p a r a t e l y  c h a r g e d  w i t h  [ HJ s e r i n e  ( n o n - i n f e c t e d )

a n d  s e r i n e  ( v i r u s  i n f e c t e d ) .  A f t e r  d e p r o t e i n i s a t i o n ,  t h e

i s o l a t e d  a m i n o  a c y l - t R N A  s w e r e  m i x e d  a n d  t h e  T ^ R N a s e  d i g e s t i o n

o d u c t s  of 600  pg ,  o f  t h e  m i x t u r e  d e p r o t e i n i s e d  a n d  c h r o m a t o g r a p h e d -  

4® on  a  1 X 5 c m ,  c o l u m n  of  D E A E  c e l l u l o s e .  A  l i n e a r  g r a d i e n t  

a m m o n i u m  f o r m a t e ,  p H  5. 5 w a s  u s e d  f o r  e l u t i o n  a n d  3 m l ,  f r a c t i o n s  

r e  c o l l e c t e d .  E a c h  f r a c t i o n  w a s  m o n i t o r e d  f o r  e x t i n c t i o n  a t  

0 m p  , f o r  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  f o r  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  

s o c i a t e d  w i t h  e a c h  i s o t o p e .
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[ ^ h ] d i s i n t e g r a t i o n s / m i n ,  / 2  m l .  o f  f r a c t i o n .

[ ^ ^ c ]  d i s i n t e g r a t i o n s / m i n ,  / 2  m l ,  o f  f r a c t i o n .

A m m o n i u m  f o r m a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  m o l a r i t y ) .
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F r o m  th e  a p p e a r a n c e ,  m a g n i t u d e  a n d  e l u t i o n  p o s i t i o n  

of  th e  p e a k s  a t  75 a n d  100 m M - a m m o n i u m  f o r m a t e ,  

i t  c a n  b e  d e d u c e d  t h a t  20% of t h e  s e r y l - t R N A  p r e s e n t  

in  c e l l s  i n f e c t e d  w i th  h e r p e s  v i r u s  f o r  6 . 5  h o u r s  i s  

a t t r i b u t a b l e  to  2 n e w  s p e c i e s  of t R N A ,  th e  t e r m i n a l  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  of  w h i c h  d i f f e r  f r o m  t h o s e  i n  th e  

n o r m a l  h o s t  p o p u l a t i o n  in  t h a t  g u a n o  s i n e  r e s i d u e s  a r e  

l o c a t e d  f u r t h e r  f r o m  th e  p ^ p ^ p ^  t e r m i n u s .

T h i s  d i f f e r e n c e  in  th e  e l u t i o n  p r o f i l e s  of s e r y l -  

t R N A  o b t a i n e d  f r o m  n o n -  i n f e c t e d  a n d  h e r p e s  v i r u s  

i n f e c t e d  B H K  21 / 1 3  c e l l s  w a s  c o n f i r m e d  w h e n  t h e s e  tw o  

t y p e s  of tR N A  w e r e  p r e p a r e d  a  s e c o n d  t i m e  in  p a r a l l e l ,  

b y  i d e n t i c a l  p r o c e d u r e s ,  a n d  l a b e l l e d  in  t h e  r e v e r s e  

s e n s e  to  th e  a b o v e  b e f o r e  c h r o m a t o g r a p h y .

D IS C U S SIO N

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d ,  t h e r e f o r e ,  d e m o n s t r a t e  

d i f f e r e n c e s  i n  th e  p o p u l a t i o n s  of  a r g i n y l - t R N A  a n d  s e r y l -  

t R N A  a s  e x t r a c t e d  p r e  a n d  p o s t  v i r u s  i n f e c t i o n .  

I n d i c a t i o n s  a r e ,  t h a t  in  i n f e c t e d  c e l l s ,  one  a n d  p e r h a p s  

tw o  a d d i t i o n a l  s p e c i e s  of a r g i n y l - t R N A  ( e q u i v a l e n t  to  30% 

of a r g i n y l - t R N A  i n  i n f e c t e d  c e l l s )  a n d  tw o  a d d i t i o n a l  

s p e c i e s  o f  s e r y l - t R N A  a r e  p r e s e n t .



T h e s e  m o l e c u l e s  d i f f e r  in  b a s e  s e q u e n c e ,  a t  t h e  3' 

e n d  of t h e  m o l e c u l e ,  f r o m  n o r m a l  c o m p o n e n t s  of  

th e  a r g i n y l - t R N A  a n d  s e r y l - t R N A  p o p u l a t i o n s  of  n o n -  

in f  e c t e d  c e l l s  r e s p e c t i v e l y .  T h e  f i r s t  g u a n o  s in e  

r e s i d u e  f r o m  th e  3 ' e n d  i n  e i t h e r  of th e  tw o  n e w  

a r g i n y l - t R N A s  i s  p o s i t i o n e d  n e a r e r  to  t h a t  e n d  t h a n  

n o r m a l .  T h e  r e v e r s e  s i t u a t i o n  p e r t a i n s  f o r  the  n e w  

s e r y l - t R N A ,  i . e .  , t h e  f i r s t  g u a n o s i n e  r e s i d u e  o c c u r s  

n e a r e r  to  t h e  5 '  e n d  t h a n  n o r m a l .  S i n g l y ,  t h e s e  

r e s u l t s  c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  to a n y  of t h e  f o l l o w i n g  

m o d i f i c a t i o n s  of  e x i s t i n g  tR N A  m o l e c u l e s : -  ( l )  the  

c o n v e r s i o n  of a  g u a n o s i n e  b a s e  to a  f o r m  no t  r e c o g n i s e d  

b y  T % R N a s e  ( e . g .  b y  m é t h y l a t i o n ) ;  (2) t h e  a l t e r a t i o n  of 

a n o t h e r  b a s e  to  one  m i m i c k i n g - g u a n o  s i n e  in  

s u s c e p t i b i l i t y  to  T j^ R N a s e  a c t i v i t y ;  (3) d i m é r i s a t i o n  o f  

tR N A  m o l e c u l e s  ( L o e h r  & K e l l e r ,  1968) ,  T a k e n  

t o g e t h e r ,  h o w e v e r ,  s u c h  p o s s i b i l i t i e s  s e e m e d  l e s s  

f e a s i b l e ,  e s p e c i a l l y  s i n c e  no m o d i f i e d  b a s e s  h a v e  b e e n  

d e t e c t e d  a t  the  3 ‘ e n d  of  a n y  of  th e  s e q u e n c e d  t R N A s  

( Z a u c h a u  D u t t i n g  & F e l d m a n ,  1966;  S t a e h e l i n  _et a l ,  1968; 

R a j - B h a n d a r y  e t  a l ,  1967;  H o l l e y  q t  a l ,  1965) .  In  th e  

a b s e n c e  o f  o t h e r  p o s s i b l e  e x p e r i m e n t a l  a r t e f a c t s , i t  c a n ,



t h e r e f o r e ,  b e  p o s t u l a t e d  t h a t  the  tw o  a d d i t i o n a l  a r g i n y l  

s p e c i e s  a n d  th e  tw o  a d d i t i o n a l  s e r y l  s p e c i e s  a r e  

s y n t h e s i s e d  de n o v o  in  h e r p e s  s i m p l e x  i n f e c t e d  c e l l s ,  

o r  a r e  a t t r i b u t a b l e  to  a r g i n i n e  o r  s e r i n e  a t t a c h m e n t  to  

t R N A s  n o r m a l l y  l o a d e d  w i t h  o t h e r  a m i n o  a c i d s .  T h e  

l a t t e r  e x p l a n a t i o n  a p p e a r s  to  c o n t r a d i c t  the  r e q u i r e m e n t s  

f o r  a c c u r a t e  m  R N A  t r a n s l a t i o n  a n d  h a s  t h e r e f o r e  b e e n  

e l i m i n a t e d .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d ,  w h e n  t a k e n  in  

c o n j u n c t i o n  w i t h  th e  h y b r i d i s a t i o n  d a t a  p u b l i s h e d ,  s t r o n g l y  

s u g g e s t  t h a t  t h e  n e w  t R N A s  a r e  v i r u s  s p e c i f i e d  a n d  n o t  

d ue  to  v i r u s  i n d u c e d  m o d i f i c a t i o n  of  h o s t  s p e c i f i e d  tR N A .  

T h e  a d d i t i o n a l  a r g i n y l - o l i g o n u c l e o t i d e s  d e t e c t e d  p r o b a b l y  

a r e  d e r i v e d  f r o m  th e  a r g i n y l - t R N A  f r o m  h e r p e s  s i m p l e x  

i n f e c t e d  c e l l s  w h i c h  i s  m a x i m a l l y  d e l a y e d  on  M A K . S i n c e  

e x p e r i m e n t a l  a r t e f a c t s  in  the  T R N a s e  s y s t e m  a r e  so  m u c h  

f e w e r  t h a n  t h o s e  f o u n d  w i t h  M A K , p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  of 

t h e  n a t u r e  o f  th e  n e w  t R N A s  a r e  n a r r o w e d  ( a g g r e g a t e s ,  

m a t h y l a t i o n ,  t h i o l a t i o n ,  c o n f i g u r a t i o n a l  a l t e r a t i o n s )  a n d  th e  

a d d i t i o n a l  s p e c i e s  of t R N A  in  h e r p e s  s i m p l e x  i n f e c t e d  c e l l s  

i n t e r p r e t e d  a s  n e w  v i r u s  s p e c i f i e d  a r g i n y l  o r  s e r y l - t R N A s .


